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ABSTRAK 
 
 
Nama Penyusun : Yuliana 
NIM   : 60500112020 
Judul Skripsi               : Isolasi Senyawa Bioaktif Antibakteri pada Ekstrak Etanol    
Teripang Pasir (Holothuria scabra) di Kepulauan Selayar 
 
Teripang pasir (Holothuria scabra) merupakan salah satu jenis hewan 
invertebrata laut dengan famili Holothuriidae dan merupakan salah satu anggota 
hewan Enchinodermata. Jenis hewan ini telah dimanfaatkan sebagai bahan baku 
dalam pengobatan secara tradisional.  Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi 
senyawa bioaktif antibakteri yang terdapat dalam ekstrak etanol teripang pasir dan 
untuk mengetahui bioaktivitasnya. Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi, 
fraksinasi, identifikasi menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) dan uji kualitatif 
untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder serta karakterisasi dengan FTIR. Hasil 
yang diperoleh dari isolasi adalah isolat murni dengan berat 0,0203 gram berwarna 
putih kekuningan diduga senyawa alkaloid. Ekstrak kental dan isolat murni 
dilanjutkan uji antibakteri menggunakan metode difusi cakram dengan menggunakan 
bakteri uji Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus. Hasil menunjukkan bahwa 
aktivitas ekstrak terhadap bakteri Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus masuk 
dalam kategori kuat dengan diameter zona bening optimum masing-masing 11,50 
mm dan 12,30 mm.   
 
Kata kunci: Difusi Cakram, Isolasi, Senyawa Bioaktif, Teripang Pasir (Holothuria 
scabra). 
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ABSTRACT 
 
 
Name   : Yuliana 
NIM   : 60500112020 
Title                             : Isolation of Bioactive Compound Antibacterials on Ethanol 
Extract Sand Sea Cucumber (Holothuria scabra) in Selayar 
Island 
 
Sand sea cucumber (Holothuria scabra) is one type of marine invertebrates 
with family Holothuriidae and is a member of Enchinodermata animals. Types of 
animals have been used as raw materials in traditional medicine. The aims of this 
reseach are to isolate the bioactive compounds contained in the ethanol extract of 
sand sea cucumbers and to know its major bioactivity. This research conducted in 
several methods namely extraction, fractionation, identification using thin layer 
chromatography (TLC) and qualitative test to determine secondary metabolites, as 
well as the characterization by FTIR. Results obtained from the isolation is a pure 
isolate by weight of 0.0203 grams of yellowish white paste. Purification was 
performed using three systems eluent as well as FTIR spectroscopy. The results 
showed that the compounds in pure isolates are alkaloids. Viscous extract and pure 
isolates subsequently tested its antibacterial test disc diffusion method using bacteria 
Salmonella thypi and Staphylococcus aureus. The results showed that the extract 
activity of the bacteria Salmonella thypi and Staphylococcus aureus into the strong 
category with optimum diameter of clear zone respectively 11.50 mm and 12.30 mm. 
 
Keyword: Disc Diffusion, Isolation, Bioaktive Compound, Sand Sea Cucumber 
(Holothuria scabra). 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Indonesia adalah negara kepulauan yang diakui dunia secara internasional 
(UNCLOS 1982) dan telah diratifikasi oleh Indonesia dengan Undang-undang No.17 
Tahun 1985. Berdasarkan UNCLOS 1982, total luas wilayah laut Indonesia seluas 5,9 
juta km
2
, terdiri atas 3,2 juta km
2
 perairan teritorial dan 2,7 km
2
 perairan Zona 
Ekonomi Eksklusif, luas tersebut belum termasuk landas kontinen. Hal ini 
menjadikan Indonesia sebagai negara kepulauan terbesar di dunia. Namun demikian, 
pengembangan di bidang kelautan hingga saat ini masih jauh dari harapan. Padahal 
wilayah pesisir dan pulau-pulau kecil di Kepulauan Indonesia memiliki 
keanekaragaman hayati laut yang sangat besar dan belum dimanfaatkan secara 
optimal. Salah satunya yaitu di kepulauan Selayar. 
Kepulauan Selayar merupakan pulau kecil yang membentang di kaki Sulawesi 
Selatan dengan luas wilayah lautannya sekitar 21.138,41 km
2
 (94,68%) dan wilayah  
daratannya sekitar 1.188,28 km
2
 (5,32%).
1
 Pulau ini memiliki potensi sumber daya 
alam khususnya laut yang sangat bermanfaat bagi kehidupan manusia. Berbagai 
organisme laut seperti mikroorganisme, algae, sponge dan teripang merupakan 
sumber bahan aktif yang sangat potensial.  
 
                                                          
1
Firman Syah, Selayar dan Pergerakan A. G. H. Hayyung (Pemberontakan Terhadap 
Kungkungan  Budaya dan Penjajahan) (Selayar: Pemda Kabupaten Kepulauan Selayar Bekerja Sama 
dengan LP2MT, 2010),  h. 1.  
1 
 
2 
 
Manfaat dan potensi laut dalam kehidupan manusia telah dijelaskan di dalam 
alqur’an surah Al-Nahl (16): 14. 
                               
                       
 
 
Terjemahnya:  
“Dan Dia-lah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat 
memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu mengeluarkan dari 
lautan itu perhiasan yang kamu pakai, dan kamu melihat bahtera berlayar 
padanya, dan supaya kamu mencari (keuntungan) dari karunia-Nya, dan 
supaya kamu bersyukur.”2 
Ayat tersebut menjelaskan tentang nikmat-nikmat Allah yang ada di lautan 
yang kesemuanya itu ditujukan untuk manusia. Nikmat-nikmat tersebut seperti 
banyaknya bahan makanan yang ada di laut (seperti rumpul laut, ikan, teripang dan 
organisme lainnya) dan nikmat berupa perhiasan-perhiasan yang berasal dari dalam 
laut, seperi biji-biji mutiara, emas, permata, marjan dan lain sebagainya. Semua 
nikmat ini Allah berikan agar manusia senantiasa bersyukur kepadaNya.
3
 Di antara 
nikmat-nikmat Allah yang ada di dalam laut terdapat banyak jenis hewan yang dapat 
dijadikan sebagai obat.  
Di antara berbagai organisme laut, teripang merupakan biota laut yang 
memiliki nilai ekonomis tinggi dan berpotensi di bidang industri farmasi dan 
                                                          
2
Kementrian Agama RI, Mushaf Aisyah, Al-qur’an dan Terjemahnya untuk Wanita  (Jakarta: 
Jabal, 2012), h. 268.  
3
M. Quraish Shihab, Tafsir Al-Mishbah: Pesan, Kesan dan Keserasian Al qur’an  (Jakarta: 
Lentera Hati, 2002), vol. 6, h. 198-200. 
 
3 
 
kesehatan. Namun, pemanfaatannya di bidang ini masih terbatas karena kurangnya 
pemahaman masyarakat akan potensi yang dimiliki oleh teripang.
4
  
Teripang atau timun laut merupakan salah satu bahan alam hewan yang 
termasuk dalam filum Echinodermata dan salah satu biota laut yang banyak 
ditemukan di perairan Indonesia, khususnya di daerah pesisir. Hal ini disebabkan 
karena secara geografis perairan Indonesia terletak di antara Samudera Pasifik dan 
Samudera Hindia. Sehingga merupakan habitat terbaik untuk teripang. Salah satu 
daerah pesisir Indonesia yang dikenal sebagai penghasil teripang yaitu daerah 
kepulauan Selayar. Daerah ini merupakan salah satu penghasil teripang terbanyak di 
Indonesia. Beberapa spesies dari teripang kadang dimakan mentah di beberapa negara 
maju seperti Jepang dan Korea. Namun, sebagian besar diolah menjadi teripang 
kering.
5
 Telah diketahui bahwa family teripang terbanyak di Pulau Selayar yaitu 
Holothuridae. Salah satu jenis dari spesies teripang ini yaitu teripang pasir dan 
merupakan jenis teripang yang paling banyak ditemukan di Indonesia yaitu dengan 
tingkat penyebaran mencapai 38,86 %.
6
  
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Haliana (2013), jenis teripang yang 
paling banyak terdapat di Kepulauan Selayar adalah teripang keling (Holothuria 
vacabunda) dengan jumlah produksi 25,93%, kemudian teripang pasir (Holothuria 
                                                          
4Kustiariyah, “Teripang sebagai Sumber Pangan dan Bioaktif” Buletin Teknologi Hasil 
Perikanan vol. x, no. 1 (2007): h. 1. 
5Chantal Conand and Maria Byrne, “A Review of Recent Developments in The World Sea 
Cucumber Fisheries” Marine Fisherier Review, vol. 4, no. 55 (1993): h. 1. 
6
Nurul Inayah, dkk., “Uji Toksisitas dan Identifikasi Awal Golongan Senyawa Aktif Ekstrak 
Etanol dan N-Heksana Teripang Pasir (Holothuria scabra) Kering Pantai Kenjeran Surabaya” Jurnal 
Alchemy vol. 2, no. 1 (2012): h. 93. 
 
4 
 
scabra) dengan jumlah produksi 15,80%.
7
 Namun, jenis senyawa metabolit yang 
telah diisolasi dari teripang keling sudah banyak ditemukan dan dipublikasikan secara 
international.
8
  Berbeda dengan penemuan jenis senyawa metabolit dari teripang pasir 
yang masih kurang. Sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap jenis 
teripang pasir.  Keberadaan teripang pasir di pulau ini cukup banyak dan belum 
dilakukan uji aktivitas antibakteri sebelumnya di daerah tersebut. Hal ini disebabkan 
karena masyarakat yang tinggal di pulau ini masih belum memahami akan potensi 
teripang di bidang kesehatan. Sehingga kebanyakan masyarakatnya menjual atau 
mengomsumsi teripang tanpa mengetahui kandungan dan manfaat dari teripang. 
Namun di beberapa daerah, masyarakat telah mengenal teripang sebagai obat 
tradisional. 
Penggunaan teripang sebagai antiseptik tradisional dan obat serbaguna telah 
digunakan oleh Masyarakat Pulau Bangkawi yang memanfaatkan air sari teripang 
pada wanita selepas melahirkan untuk menghentikan pendarahan. Namun, air sari 
teripang ini memiliki banyak kelemahan seperti warna yang kurang menarik dan bau 
tidak sedap. Selain itu, masyarakat di pulau ini tidak mengetahui kandungan kimia 
yang terdapat dalam air sari teripang tersebut. Oleh karena itu, dengan meningkatnya 
perkembangan ilmu dan teknologi, memicu saintis khususnya ilmuwan kimia untuk 
menggali potensi teripang di bidang kesehatan. Salah satu jenis teripang yang 
berpotensi menghasilkan senyawa bioaktif yaitu teripang pasir.  
 
                                                          
7Haliana, “Prospek Pengembangan Usaha Tangkap Teripang di Desa Nyiur Indah Kecamatan 
Taka Bonerate Kabupaten Kepulauan Selayar”, Skripsi (2013), h. 49-50. 
8
Guillaume Caulier, dkk., “Review of Saponin Diversity in Sea Cucumbers Belonging to the 
Family Holothuriidae” SPC Beche-de-mer Information (2011): h. 48. 
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Berdasarkan penelitian sebelumnya diketahui bahwa ekstrak etanol teripang 
pasir memiliki kemampuan antiurisemia (zat-zat yang memiliki khasiat mengurangi 
asam urat).
9
 Selain itu, ekstrak etanol teripang pasir juga memiliki aktivitas 
antibakteri. Antibakteri merupakan zat-zat yang digunakan untuk menghambat 
pertumbuhan atau mematikan bakteri. Teripang pasir telah dilaporkan mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi dengan kemampuan  daya 
hambat ekstrak etanol teripang pasir basah tersebut tergolong sedang yaitu berkisar 5-
10 mm.
10
 Selain itu, ekstrak etanol teripang pasir juga berpotensi sebagai antibakteri 
terhadap Staphylococcus aureus pada konsentrasi 20 mg/mL dengan diameter daya 
hambat 14,2 mm dan terhadap Pseudomonas aeruginosa pada konsentrasi 30 mg/mL 
dengan diameter daya hambat 14,4 mm.
11
 Hasil penelitian lain juga menyebutkan 
bahwa ekstrak etil asetat teripang pasir basah memiliki potensi sebagai antibakteri 
terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan diameter daya hambat 6 mm. Senyawa 
yang terkandung dalam ekstrak etil asetat teripang pasir yaitu saponin, steroid, 
triterpenoid, dan alkaloid.
12
  
 
                                                          
9Hamsidar Hasan, “Efek Antiurisemia Ekstrak Teripang Pasir (Holothuria Scabra) pada 
Kelinci Jantan (Oryctolagos cuniculus)” Jurnal Entropi 8, no 1 (2013): h. 486. 
10
Feffianna M. Amin, dkk., “Daya Antibakteri Ekstrak Teripang Pasir (Holothuria Scabra) 
terhadap Pertumbuhan Bakteri Perairan Dompak Kota Tanjungpinang (Salmonella Typhi) secara In 
Vitro” Jurnal Penelitian (2012): h. 6. 
11
Asrika Mutiara Sitorus, “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak N-Heksana, Etil Asetat dan 
Etanol Teripang di Pulau Sumatra Utara (Holothuria Scabra Jaeger) terhadap Staphylococcus aureus 
dan Pseudomonas aeruginosa” Pharmacology (2015): h. 1. 
12
Shopiatun Nimah, dkk., “Uji Bioaktivitas Ekstrak Teripang Pasir (Holothuria Scabra) 
terhadap Bakteri Pseudomonas Aeruginosa dan Bacillus Cereus” Jurnal Perikanan, vol. 1, no. 2 
(2012): h. 2. 
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Pengujian terhadap senyawa antibakteri seringkali menggunakan pelarut 
etanol karena titik didihnya yang rendah sehingga lebih mudah untuk diuapkan dan 
melarutkan senyawa dengan cukup cepat serta memiliki harga yang terjangkau.
13
 
Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Staphylococcus aureus dan 
Salmonella thypi. Keduanya masing-masing merupakan bakteri gram positif dan 
gram negatif. Hal ini dilakukan untuk melihat perbedaan aktivitas ekstrak etanol 
teripang pasir pada kedua jenis bakteri tersebut. Aktivitas antibakteri teripang pasir 
dapat dilakukan secara in vitro dengan menggunakan metode difusi cakram. 
Pengujiannya dilakukan dengan mengukur diameter daerah hambatan yang terjadi di 
sekitar kertas cakram yang sudah mengandung bahan antimikroba.
14
  
Berdasarkan uraian tersebut, maka dilakukan penelitian ini yang berjudul 
Isolasi Senyawa Bioaktif Antibakteri pada Ekstrak Etanol Teripang Pasir (Holothuria 
scabra) di Kepulauan Selayar. 
 
B. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Apa jenis senyawa bioaktif antibakteri yang terdapat dalam ekstrak etanol 
teripang pasir? 
2. Bagaimana bioaktivitas antibakteri dari ekstrak etanol teripang pasir terhadap 
bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus? 
 
 
 
                                                          
13
Nurul Inayah, dkk., “Uji Toksisitas dan Identifikasi Awal Golongan Senyawa Aktif Ekstrak 
Etanol dan N-Heksana Teripang Pasir (Holothuria scabra) Kering Pantai Kenjeran Surabaya”  h. 93. 
14
Roihanah, dkk.,“Aktivitas Antibakteri Ekstrak Teripang Holothuria sp. terhadap Bakteri 
Vibrio harveyi secara In vitro”,  E-ISSN.2338-1655, vol. 2, no. 1 (2012): h. 6. 
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C. Tujuan 
Tujuan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Mengetahui jenis senyawa bioaktif antibakteri yang terdapat dalam ekstrak 
etanol teripang pasir. 
2. Mengetahui bioaktivitas antibakteri dari ekstrak etanol teripang pasir terhadap 
bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus. 
 
 
D. Manfaat 
Manfaat dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Memberi informasi kepada masyarakat mengenai kandungan senyawa biaktif 
antibakteri pada ekstrak etanol teripang pasir.  
2. Memberikan informasi dan pengetahuan baru bagi peneliti tentang manfaat dan 
kandungan senyawa biaktif antibakteri pada ekstrak etanol teripang pasir.  
3. Memberikan pengembangan ilmu pengetahuan khususnya kimia organik bahan 
alam. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Teripang Pasir  
Teripang pasir merupakan hewan yang hidup di laut dan merupakan salah satu 
spesies teripang terbanyak di Indonesia. Masyarakat Indonesia telah memanfaatkan 
teripang pasir dalam berbagai keperluan. Seperti di daerah tertentu teripang pasir 
telah dijadikan sebagai bahan makanan yang dapat dikonsumsi. Selain itu, teripang 
pasir juga telah dikenal sebagai bahan baku dalam pengobatan secara tradisional.  
Manfaat teripang pasir dalam kehidupan telah dijelaskan dalam surah Al-Mā’idah (5): 
96. 
 
                          
                   
 
Terjemahnya: “Dihalalkan bagimu binatang buruan laut dan makanan (yang berasal) 
dari laut sebagai makanan yang lezat bagimu, dan bagi orang-orang yang 
dalam perjalanan dan diharamkan atasmu (menangkap) binatang buruan darat, 
selama kamu dalam ihram. dan bertakwalah kepada Allah yang kepada-
Nyalah kamu akan dikumpulkan”.1 
Ayat di atas menjelaskan bahwa binatang hasil buruan dan makanan yang 
berasal dari laut diperbolehkan untuk dikonsumsi sebagai makanan yang halal, lezat 
dan bergizi selama manusia dalam keadaan halal  (tidak sedang irham).  Binatang 
buruan laut juga dapat dimakan bagi kalangan musafir sebagai bekal dalam 
bepergian. Binatang laut yang dimaksud adalah binatang yang hanya hidup di laut 
bukan binatang yang dapat hidup di laut maupun di darat (misalnya binatang laut 
                                                          
1
Kementrian Agama RI, Mushaf Aisyah, Al-qur’an dan Terjemahnya untuk Wanita (Jakarta: 
Jabal, 2012), h. 124. 
8 
 
 
9 
 
jenis teripang yang hanya hidup di air laut dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai 
sumber makanan yang halal yang mempunyai khasiat bagi kesehatan tubuh). Semua 
ini adalah wujud kekuasaan Allah kepada umat manusia  agar manusia senantiasa 
bersyukur atas nikmat yang diberikan oleh-Nya.
2
 
Teripang merupakan jenis hewan invertebrata laut dengan kelas 
Holothuroidea dan merupakan salah satu anggota hewan Enchinodermata (hewan 
berkulit duri). Teripang ditemukan hampir di seluruh perairan pantai mulai dari 
daerah pasang surut sampai perairan. Teripang lebih menyukai perairan yang jernih 
dan airnya tenang. Masing-masing teripang  memiliki habitat yang spesifik. Misalnya 
teripang jenis Holothuria scabra sering ditemukan di daerah berpasir atau pasir 
berlumpur yang banyak ditumbuhi lamun (seagrass) dengan kedalaman antara 0,5 
meter sampai 40 meter. Teripang pasir hidup secara terpisah dengan yang lain 
diantara karang dan perairan yang dasarnya mengandung pasir halus.
3
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. 1. Teripang Pasir (Holothuria scabra) 
 
                                                          
2
M. Quraish Shihab, Tafsir Al-Mishbah: Pesan, Kesan dan Keserasian Al qur’an (Jakarta: 
Lentera Hati, 2002), vol. 3, h. 250-252. 
3
Rosalana Viva. A to Z Budidaya Biota Akuatik untuk Pangan, Kosmetik dan Obat-obatan 
(Yogyakarta: Andi, 2010), h. 31. 
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1. Morfologi Teripang Pasir  
Teripang pasir memiliki tubuh berbentuk bulat memanjang menyerupai 
silnder  berwarna abu-abu atau hitam dengan bagian tubuh atas keriput dan melintang 
berwarna gelap. Sedangkan bagian tubuh bawah berwarna abu-abu atau putih. 
Tubuhnya tebal, lembek dan licin. Spesies ini memiliki ukuran 400 mm agak pipih 
dan elastis sehingga mudah meluruskan diri melalui celah-celah yang sangat sempit. 
Mulutnya ada pada salah satu ujung yang dikelilingi oleh kentakel atau lengan peraba 
yang kadang bercabang-cabang dan dubur pada ujung lainnya.
4
   
2. Klasifikasi Teripang Pasir  
Teripang pasir (Holothuria scabra) dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
5
 
Kingdom : Animalia 
Phylum  : Echinodermata 
Class  : Holothuroidea 
Order  : Aspidochirotida 
Family : Holothuriidae 
Genus  : Holothuria 
Species  : Holothuria scabra 
 
 
 
 
 
                                                          
4
Jaeger. De Holothuriis (Australia: ETI Biofarmati, 1883), h. 40. 
5
Jaeger. De Holothuriis, h. 40. 
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3. Komponen Bioaktif Teripang Pasir  
Beberapa hasil penelitian terdahulu membuktikan bahwa teripang pasir 
merupakan hasil laut yang mengandung zat-zat aktif yang bermanfaat bagi kesehatan 
manusia. Misalnya sebagai bahan baku industri farmasi dan sumber penyembuh 
berbagai macam penyakit. Hanya saja manusia kurang mengetahui potensi tersebut. 
Seperti yang telah dijelaskan Allah dalam al-qur’an surah Faathir (35): 12. 
 
                            
                          
          
Terjemahnya:  
“Dan tidak sama (antara) dua lautan; yang ini tawar, segar, sedap diminum 
dan yang lain asin lagi pahit. Dan dari masing-masing laut itu kamu dapat 
memakan daging yang segar dan kamu dapat mengeluarkan perhiasan yang 
dapat kamu pakai, dan pada masing-masingnya kamu lihat kapal-kapal 
berlayar membelah laut supaya kamu dapat mencari karunia-Nya dan supaya 
kamu bersyukur”. 6 
Ayat di atas menjelaskan tentang kekuasaan Allah yang telah memberikan 
nikmat kepada manusia berupa dua laut yang tidak sama, yang mana manusia dapat 
mencari karunia Allah untuk mendapatkan manfaat di dalamnya. Seperti air tawar 
yang apabila diminum maka yang meminumnya akan ditundukkan oleh rasa segar 
karena tawarnya air itu. Daging yang segar serta perhiasan di dalamnya yang sangat 
dibutuhkan oleh manusia. Di dalam laut manusia juga dapat mencari keuntungan 
Semua ini Allah berikan kepada manusia yang hendak berusaha, memanfaatkan 
                                                          
6
Kementrian Agama RI, Mushaf Aisyah, Al-qur’an dan Terjemahnya untuk Wanita, h. 436. 
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nikmat Allah dan mempunyai kesabaran dalam menjalani hidup  serta senantiasa 
bersyukur atas nikmat yang Allah berikan kepadanya.
7
 
Teripang pasir merupakan bahan alam laut  yang berpotensi sebagai penghasil 
senyawa bioaktif yang dibutuhkan oleh organisme hidup. Steroid merupakan salah 
satu senyawa bioaktif teripang pasir yang dapat dimanfaatkan sebagai testosteron 
alami.
8
 Selain itu, telah ditemukan dua macam senyawa saponin yang terdapat dalam 
teripang pasir yaitu Holothurin A dan Holothurin B.
9
 Senyawa holothurin A dan B 
dapat dilihat pada gambar struktur di bawah ini: 
 
 
 
                                                                            
 
                                                         (i) 
 
 
 
                                                                                                      
 
                                                 
 (ii) 
 
Gambar 2.2. Struktur (i) Holothurin A (ii) Holothurin B 
                                                          
7
M. Quraish Shihab, Tafsir Al-Mishbah: Pesan, Kesan dan Keserasian Al qur’an. Vol. 11, h. 
31-36. 
8Rahman Karlina, “Pemanfaatan Kompenen Bioaktif Teripang dalam Bidang Kesehatan” 
Perustakaan Universitas Riau (2011): h. 108. 
9
Guillaume Caulier, dkk., “Review of Saponin Diversity in Sea Cucumbers Belonging to the 
Family Holothuriidae”, SPC Beche-de-mer Information (2011): h. 51. 
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Senyawa bioaktif dalam teripang pasir bukan hanya steroid dan saponin. 
Telah dilaporkan bahwa ekstrak etil asetat teripang pasir melalui uji pendahuluan 
diketahui mengandung senyawa bioakif berupa alkaloid. Senyawa bioaktif ini 
mempunyai potensi sebagai senyawa antibakteri, khususnya pada Pseudomonas 
aeruginosa dengan diameter daya hambat 6 mm.
10
 Penelitian sebelumnya juga 
mengungkapkan bahwa ekstrak etanol teripang pasir yang mengandung senyawa 
steroid, saponin, triterpenoid dan alkloid mampu dijadikan sebagai senyawa bioaktif 
antbakteri terhadap Vibrio harveyi dengan diameter daya hambat 8,5 mm.
11
 Senyawa 
metabolit sekunder yang terkandung dalam teripang pasir memiliki mekanisme 
tersendiri dalam menghambat pertumbuhan ataupun mematikan bakteri. 
 
B. Senyawa Metabolit Sekunder 
Senyawa metabolit sekunder adalah produk metabolisme yang ditemukan 
secara unik pada suatu kelompok taksonomi organisme tertentu. Setiap organisme 
biasanya menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang berbeda-beda, bahkan 
mungkin satu jenis senyawa metabolit sekunder hanya ditemukan pada satu spesies 
dalam suatu kingdom.
12
 
 
 
                                                          
10
Shopiatun Nimah, dkk., “Uji Bioaktivitas Ekstrak Teripang Pasir (Holothuria Scabra) 
terhadap Bakteri Pseudomonas Aeruginosa dan Bacillus Cereus” Jurnal Alchemy vol. 2, no. 1 (2012): 
h. 5. 
11
Roihanah, dkk.,“Aktivitas Antibakteri Ekstrak Teripang Holothuria sp. terhadap Bakteri 
Vibrio harveyi secara In vitro” E-ISSN.2338-1655, vol. 2, no. 1 (2012): h. 7. 
12
Tri Joko Raharjo, Kimia Hasil Alam (Penerbit Pustaka Pelajar: Yogyakarta, 2013), h. 41-42. 
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Fungsi metabolit sekunder adalah untuk mempertahankan diri dari kondisi 
lingkungan yang kurang menguntungkan, misalnya untuk mengatasi hama dan 
penyakit atau dengan kata lain metabolit sekunder digunakan organisme untuk 
berinteraksi dengan lingkungannya. Beberapa golongan metabolit sekunder utama 
yaitu fenolik, alkaloid, terpenoid dan steroid.
13
 
1. Fenolik 
Senyawa fenolik merupakan senyawa metabolit sekunder yang paling banyak 
ditemukan. Fenolik yang paling banyak di alam yaitu flavonoid. Flavonoid memiliki 
warna yang indah seperti warna pada bunga dan buah-buahan. Flavon memberikan 
warna kuning dan jingga, antosianin memberikan warna merah, biru atau ungu dan 
semua warna yang terdapat pada pelangi kecuali warna hijau. Secara bilogis, 
flavonoid memainkan peranan penting dalam kaitan penyerbukan pada tanaman oleh 
serangga. Sejumlah flavonoid mempunyai rasa pahit hingga dapat bersifat menolak 
sejenis ulat tertentu.
14
 
Senyawa fenolik dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
15
 
a. Senyawa fenol dan asam fenolat 
b. Senyawa fenilpropanoid 
c. Senyawa flavonoid 
 
 
                                                          
13
Tri Joko Raharjo, Kimia Hasil Alam, h. 42. 
14
Hardjono Sastrohamidjojo, Sintesis Bahan Alam (Gadjah Mada University Press: 
Yogyakarta, 1996),  140. 
15
J.B Harbone. Phytochemical Methods, Terj. Kosasih Padmawinata dan Iwang Soediro,  
Metode Fitokimia  (Penerbit ITB: Bandung, 1987), h. 49-71. 
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2. Alkaloid 
Alkaloid dapat ditemukan pada tanaman berbunga, angiosperma. Sejumlah 
besar juga dapat ditemukan pada hewan, serangga, organisme laut, mikroorganisme 
dan tanaman rendah. Kelompok tertentu alkaloid dihubungkan dengan famili atau 
genera tertentu.
16
  
Alkaloid umumnya bersifat racun, senyawa tersebut menunjukkan aktivitas 
fisilogi yang luas, hampir tanpa terkecuali bersifat basa. Hal ini terjadi karena 
alkaloid mengandung unsur nitrogen dalam cincin heterosikliknya. Alakloid 
merupakan turunan dari asam amino dan biasanya terdapat dalam berbagai organisme 
sebagai garam asam organik.
17
  
Struktur dasar alkaloid dapat dilihat pada gambar di bawah ini: 
 
 
 
 
Gambar 2. 3. Struktur Alkaloid Indol 
Alkaloid memiliki sifat fisika yaitu dapat berupa padatan dengan titik lebur 
tertentu. Alkaloid memiliki bentuk amorf dan dapat pula berupa cairan seperti nikotin 
dan konin. Alkaloid umumnya tidak berwarna, tetapi apabila membentuk senyawa 
kompleks akan memberikan warna. Contoh berberin  berwarna kuning dan betanin 
                                                          
16
Hardjono  Sastrohamidjojo.  Sintesis Bahan Alam, h. 202-203. 
17
Hardjono Sastrohamidjojo. Sintesis Bahan Alam, h. 205. 
H
N
 
 
16 
 
berwarna merah. Senyawa Garam alkaloid dan alkaloid quartener sangat larut dalam 
air.
18
 
Sifat kimia alkaloid yaitu umumnya bersifat basa tergantung adanya pasangan 
elektron pada nitrogen. Jika gugus fungsional yang berdekatan dengan nitrogen 
bersifat melepaskan elektron, misalnya sebagai gugus alkil, maka ketersediaan 
elektron pada nitrogen naik dan  senyawa lebih bersifat basa.
19
      
3. Terpenoid 
Terpenoid adalah turunan molekul terpen yang mengandung atom lain selain 
atom karbon dan hidrogen, biasanya mengandung atom oksigen dalam bentuk gugus 
hidroksil, karbonil dan  karboksilat. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 
terpenoid yang berasal dari bahan alam laut memiliki sifat bioaktivitas yang sangat 
kuat, lebih kuat daripada terpenoid yang berasal dari bahan alam darat. Selain itu, 
juga telah ditemukan berbagai molekul terpenoid yang spesifik dihasilkan oleh 
organisme laut tertentu yang berfungsi sebagai sarana interaksi dan alat pertahanan 
untuk kelangsungan hidup. Diantara kelompok senyawa terpenoid, beberapa 
diantaranya memiliki prospek untuk dikembangkan sebagai bahan obat baru. 
Kerangka utama terpen disusun oleh satuan isopren.
20
 
Berdasarkan jumlah isomer penyusunnya, terpenoid dikelompokkan menjadi 
monoterpen, seskuiterpen, diterpen, sesterpen dan triterpen yang tersusun berturut-
turut atas dua, tiga, empat, lima dan enam isopren, serta politerpen yang memiliki 
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Hardjono Sastrohamidjojo. Sintesis Bahan Alam, h. 208. 
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Sastrohamidjojo, Sintesis Bahan Alam, h. 209. 
20
Hanapi Usman. Kimia Organik Bahan Alam Laut (Makassar: Universitas Hasanuddin, 
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17 
 
lebih banyak isopren.
21
 Kerangka dasar terpenoid dapat dilihat pada gambar di bawah 
ini: 
 
 
 
Gambar 2. 4. Struktur Unit Isoprena 
 
4. Steroid 
Steroid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang banyak 
ditemukan di alam baik di darat maupun di laut. Steroid yang terdapat di darat 
biasanya ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan atau hewan. Sedangkan steroid dalam 
laut biasa ditemukan dalam hewan laut, tumbuhan laut maupun organisme laut. 
Namun, jenis steroid yang ditemukan dalam laut yaitu steroid dalam bentuk sterol. 
Sterol merupakan kelompok steroid yang mengandung gugus hidroksil. Walaupun 
demikian, steroid yang terdapat di darat maupun di lautan memiliki sifat yang hampir 
sama karena sterol memiliki kerangka yang sama dengan steroid yakni 1,2-
siklopentanoperhidropenantren. Perbedaannya hanya terletak pada subtituen yang 
melekat pada rantai samping kerangka dasar.
22
 Sterol laut dengan inti yang telah 
dimodifikasi memiliki jumlah yang lebih banyak dibandingkan dengan sterol hewan 
maupun tumbuhan darat.
23
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Hanapi Usman. Kimia Organik Bahan Alam Laut. h. 25. 
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Hanapi Usman. Kimia Organik Bahan Alam Laut. h. 89. 
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Hanapi Usman. Kimia Organik Bahan Alam Laut. h. 90. 
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Kerangka dasar steroid dapat dilihat pada gambar di bawah ini: 
 
 
 
 
 
Gambar 2. 5. Struktur Siklopentanoperhidropenantren 
 
Saponin merupakan senyawa glikosida triterpenoida ataupun glikosida 
steroida yang merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun serta 
dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa. Uji saponin yang 
sederhana adalah mengocok ekstrak alkohol ditambah dengan air dalam tabung 
reaksi. Hasil uji ini ditandai dengan adanya busa setelah dikocok secara vertikal.
24
 
Kerangka dasar steroid dapat dilihat pada gambar di bawah ini: 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. 6. Struktur Sapogenin 
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C. Isolasi Senyawa Bahan Alam 
Isolasi adalah cara pemisahan komponen-komponen kimia yang terdapat 
dalam suatu bahan alam. Isolasi di dalam penelitian biasanya banyak dilakukan di 
laboratorium kimia dengan mengambil senyawa metabolit sekunder yang terdapat 
dalam bahan alam yang dapat dijadikan sebagai lead compounds. Isolasi senyawa 
bahan alam biasanya terdiri dari ekstraksi, fraksinasi, pemurnian dan identifikasi serta 
karakterisasi.
25
  
1. Sampel 
Sampel adalah istilah yang dipakai untuk menyebut bahan-bahan alam yang 
berada dalam wujud aslinya atau belum mengalami perubahan bentuk atau dengan 
kata lain sampel merupakan bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang 
belum mengalami pengolahan apapun. Sampel dapat berupa bahan alam yang telah 
dikeringkan. Sampel dibedakan menjadi sampel nabati, sampel hewani dan sampel 
pelikan (mineral). Sampel nabati adalah sampel yang berupa tanaman utuh atau 
bagian tanaman. Sampel nabati harus bebas dari serangga. Sampel hewani dapat 
berupa fragmen hewan tidak boleh menyimpang bau dan warnanya, tidak boleh 
mengandung lendir dan cendawan atau tanda-tanda yang menunjukkan pengotoran 
lain, tidak boleh mengandung pengotoran lain yang beracun atau berbahaya. 
Sementara itu, sampel pelikan atau mineral yaitu simplisia berupa bahan pelikan atau 
mineral belum diolah secara sederhana, akan tetapi bukan berupa zat kimia murni.
26
 
 
 
                                                          
25Sri Atun, “Metode Isolasi dan Identifikasi Struktur Senyawa Organik Bahan Alam” Jurnal 
Konservasi Cagar Budaya Borobudur vol. 8, no. 2 (2014): h. 55. 
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2. Ekstraksi 
Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan senyawa kimia yang dapat 
larut sehingga terpisahkan dari bahan yang tidak bisa larut dengan pelarut cair. 
Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat digolongkan dalam 
golongan terpenoid, alkaloida, flavonoida dan lain-lain. Apabila senyawa aktif dalam 
simplisia telah diketahui maka hal ini dapat mempermudah dalam pemilihan pelarut 
dan cara ekstraksi yang tepat untuk digunakan.
27
 Hasil dari ekstraksi dinamakan 
ekstrak.  
Ekstrak merupakan sediaan yang dapat diperoleh dengan cara ekstraksi 
terhadap sampel dengan menggunakan pelarut tertentu.
28
 Ekstrak juga dapat 
dikatakan sebagai zat yang dihasilkan dari ekstraksi bahan mentah secara kimiawi. 
Senyawa kimia yang diekstrak meliputi senyawa aromatik, minyak atsiri, ester, dan 
sebagainya yang kemudian menjadi bahan baku proses industri atau digunakan secara 
langsung oleh masyarakat.  
Maserasi merupakan salah satu jenis ekstraksi yang dilakukan tanpa 
pemanasan atau biasa dikenal sebagai ekstraksi dingin. Jadi pada metoda ini pelarut 
dan sampel tidak mengalami pemanasan sama sekali. Sehingga maserasi merupakan 
teknik ekstraksi yang dapat digunakan untuk senyawa yang tidak tahan panas ataupun 
tahan panas. Teknik ini merupakan cara penyarian senyawa yang sederhana yaitu 
sediaan cair dibuat dengan cara mengekstraksi simplisia melalui perendaman  
menggunakan pelarut polar atau nonpolar sesuai dengan senyawa yang akan diisolasi. 
Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam karena dengan 
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Goeswin Agoes. Teknologi Bahan Alam, h. 38-40. 
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perendaman sampel, maka akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat 
perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit sekunder yang 
ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik dan ekstraksi senyawa akan 
sempurna. Remaserasi berarti proses maserasi yang dilanjutkan dengan pengulangan 
penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat pertama dan seterusnya 
sampai maserat tersebut jernih.
29
  
Maserat yang diperoleh dari ekstraksi maserasi dipekatkan menggunakan alat 
Vaccuum Rotary Evaporator. Alat ini merupakan alat yang berfungsi untuk 
memisahkan suatu larutan dari pelarutnya sehingga dihasilkan ekstrak dengan 
kandungan kimia tertentu sesuai yang diinginkan. Uap cairan yang dihasilkan 
didinginkan oleh suatu pendingin (kondensor) dan ditampung pada suatu tempat. 
Kecepatan alat ini dalam melakukan evaporasi sangat cepat, terutama bila dibantu 
oleh vakum. Terjadinya bumping dan pembentukan busa juga dapat dihindari. 
Kelebihan lainnya dari alat ini adalah diperolehnya kembali pelarut yang diuapkan. 
Prinsip kerja alat ini didasarkan pada titik didih pelarut dan adanya tekanan yang 
menyebabkan uap dari pelarut terkumpul di atas, serta adanya kondensor (suhu 
dingin) yang menyebabkan uap ini mengembun dan akhirnya jatuh ke tabung 
penerima. Setelah pelarutnya diuapkan, akan dihasilkan ekstrak yang dapat berbentuk 
padatan atau cairan. Biasanya ekstrak yang dihasilkan dari ekstraksi awal ini 
(ekstraksi dari bahan tumbuhan) disebut sebagai ekstrak kasar.
30
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(Makassar: Universitas Hasanuddin, 2011), h. 14-15. 
 
 
22 
 
3. Fraksinasi 
Fraksinasi adalah proses pemisahan senyawa dalam ekstrak berdasarkan 
tingkat kepolarannya. Jumlah dan senyawa yang dapat dipisahkan menjadi fraksi 
berbeda-beda tergantung pada jenis pelarutnya. Proses fraksinasi dapat dilakukan 
melalui beberapa cara yaitu kromotografi lapis tipis (KLT), kromotografi kolom, 
HPLC dan GC. Penentuan jumlah komponen senyawa dapat dideteksi dengan 
kromotografi lapis tipis (KLT) dengan menggunakan plat KLT yang sudah siap 
pakai, yang mana terjadinya pemisahan komponen-komponen pada KLT dengan Rf  
tertentu dapat dijadikan sebagai panduan untuk memisahkan komponen kimia 
tersebut. Hasil analisis KLT inilah yang ditetapkan pada proses fraksinasi dengan 
kromotografi kolom.
31
 Kromatografi merupakan suatu teknik analisis kimia 
berdasarkan metode pemisahan yang memerlukan waktu relatif singkat dan tidak 
membutuhkan alat yang rumit dibandingkan dengan metode pemisahan lainnya.
32
  
Prinsip teknik kromatografi yaitu sampel yang merupakan campuran dari 
berbagai macam komponen ditempatkan dalam situasi yang dinamis dalam sistem 
yang terdiri dari fase diam dan fase gerak. Semua pemisahan pada kromatografi 
tergantung pada gerakan relatif dari masing-masing komponen diantara kedua fase 
tersebut. senyawa atau komponen dari simplisia yang memiliki sifat lebih lemah dari 
fase diam akan bergerak lebih cepat daripada komponen yang tertahan lebih kuat. 
Perbedaan gerakan atau aliran senyawa yang satu dengan lainnya disebabkan oleh 
perbedaan adsorbsi, partisi, kelarutan atau penguapan diantara dua fase. Jika 
                                                          
31
Asriyani Ilyas. Kimia Organik Bahan Alam  (Makassar: Alauddin University Press, 2013), 
h. 3. 
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Maria Bintang, Biokimia Teknik Penelitian ( Jakarta: Erlangga, 2010), h. 141. 
 
 
23 
 
perbedaan yang dimiliki  cukup besar, maka akan terjadi pemisahan secara 
sempurna.
33
 
Jenis-jenis kromatografi yang bermanfaat dalam analisis kualitatif dan analisis 
kuantitatif adalah kromatografi kertas, kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi 
kolom, kromatorgafi gas dan kromatografi cair kinerja tinggi. Kromatografi lapis tipis 
lebih bermanfaat untuk tujuan identifikasi senyawa secara kualitatif karena lebih 
mudah dan sederhana.
34
 Pemisahan yang terjadi dari hasil kromatografi ini dengan Rf 
tertentu dapat dijadikan sebagai panduan untuk memisahkan komponen kimia yang 
terdapat dalam sampel. 
a.  Kromatografi Lapis Tipis (KLT)  
Pemisahan senyawa dengan kromatografi lapis tipis dalam medium secara 
prinsip sama dengan kromatografi kertas, tetapi mempunyai beberapa keuntungan 
tambahan, misalnya lebih banyak campuran medium dan senyawa yang dapat 
digunakan. Senyawa fluoresen dapat digabungkan dalam medium untuk 
memudahkan identifikasi noda. Metode ini sangat cepat dan dapat dilakukan kurang 
dari 1 hari. Noda yang dihasilkan sangat rapat, sehinga memungkinkan untuk 
mendeteksi senyawa dalam konsentrasi rendah. Senyawa yang dipisahkan dapat 
dideteksi dengan semprotan korosif pada suhu tinggi, yang mana hal ini tidak dapat 
dilakukan pada kromatografi kertas.
35
 
Kelebihan kromatografi lapis tipis jika dibandingkan dengan kromatografi 
kertas yaitu memiliki kecepatan, kepekaan dan serbaguna. Keserbagunaan 
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kromatografi lapis tipis disebabkan karena plat nya mengandung selulosa.  Kecepatan 
yang lebih besar disebabkan karena sifat penjerapnya lebih padat. Kepekaannya dapat 
menganalisis sampel dalam ukuran yang lebih sedikit dari µg.
36
  
b. Kromatografi Kolom Cair Vakum (KKCV) 
Kromatografi kolom cair vakum merupakan salah satu metode  kromatografi 
yang menggunakan kolom sebagai alat untuk memisahkan komponen-komponen 
dalam campuran. Prinsip kerja dari kromatografi ini yaitu adsorbsi atau serapan, 
sedangkan pemisahannya didasarkan pada senyawa-senyawa yang akan dipisahkan 
terdistribusi diantara fase diam dan fase gerak dalam perbandingan yang berbeda-
beda. Ukuran dari kolom yang digunakan tergantung pada banyaknya zat yang akan 
dipindahkan. Secara umum perbandingan panjang dan diameter kolom sekitar 8:1 
sedangkan jumlah penyerapnya adalah 25-30 kali berat bahan yang akan dipisahkan. 
Adsorbennya dapat digunakan adsorben anorganik seperti alumina, bauksit, 
magnesium silikat, silika gel dan tanah diatom sedangkan adsorben organik seperti 
arang gula, namun karbon aktif paling sering digunakan.
 37
 
c.  Kromatografi Cair Kolom  
Teknik pemisahan kromatografi ini menggunakan kolom sebagai sarana untuk 
memisahkan komponen senyawa yang terkandung dalam sampel. Kolom yang telah 
dipilih sesuai ukuran diisi dengan adsorben seperti alumina dalam keadaan kering 
atau dibuat menyerupai bubuk sehingga mudah dirapatkan dalam kolom. Pengisian 
adsorben dilakukan dengan bantuan pengaduk untuk memanpatkan adsorben. 
Pengisian  harus dilakukan dengan hati-hati dan sepadat mungkin agar rata sehingga 
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gelembung udara tidak nampak lagi. Sejumlah cuplikan yang dilarutkan dalam sedikit 
pelarut dituangkan melalui sebelah atas kolom dan dibiarkan mengalir ke dalam 
adsorben.
38
  
Kesetimbangan dicapai ketika komponen senyawa yang satu dengan lainnya 
bergerak ke bagian bawah kolom dengan waktu dan kecepatan yang berbeda-beda 
sehingga terjadi pemisahan. Setiap zona yang keluar dari kolom dapat ditampung 
dengan sempurna sebelum zona yang lain keluar dari kolom.
39
 
4.  Pemurnian dan Identifikasi 
Pemurnian dan identifikasi merupakan tahap akhir isolasi. Teknik yang paling 
sederhana dan efektif untuk pemurnian senyawa metabolit sekunder adalah 
kristalisasi atau rekristalisasi (pengkristalan kembali). Pengkristalan senyawa bahan 
alam biasanya dilakukan penjenuhan larutan terlebih dahulu dan dilakukan 
penguapan terhadap pelarut secara perlahan-lahan hingga terbentuk kristal.
40
 
a. Kristalisasi 
Kristalisasi merupakan salah satu proses pemurnian dan pengambilan hasil 
dalam bentuk padat. Kristalisasi menjadi suatu proses industri yang sangat penting, 
karena semakin banyak hasil industri kimia yang dipasarkan dalam bentuk kristal. 
Bentuk kristal semakin banyak diminati karena kemurniannya yang tinggi, dengan 
bentuk yang menarik serta mudah dalam pengepakan dan trasportasi. Kristalisasi 
adalah suatu pembentukan partikel padatan didalam sebuah fasa homogen. 
pembentukan partikel padatan dapat terjadi dari fasa uap, seperti pada proses 
                                                          
38
Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 200-201. 
39
Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 200. 
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pembentukan kristal salju atau sebagai pemadatan suatu cairan pada titik lelehnya 
atau sebagai kristalisasi dalam suatu larutan (cair).
41
 
Kristalisasi dari suatu larutan merupakan proses yang sangat penting karena 
ada berbagai macam bahan yang dipasarkan dalam bentuk kristalin, secara umum 
tujuan kristalisasi adalah untuk memperoleh produk dengan kemurnian tinggi dan 
dengan tinggkat pemunggutan yield yang tinggi pula.
42
 
Supersaturasi merupakan suatu kondisi dimana konsentrasi padatan (solute) 
dalam suatu larutan melebihi konsentrasi jenuh larutan tersebut, maka pada kondisi 
inilah kristal pertama kali terbentuk, Ada 4 metode untuk membangkitkan 
supersaturasi yaitu pengubahan suhu, penguapan pelarut, reaksi kimia, dan 
pengubahan komposisi pelarut. Pembangkitan supersaturasi dengan cara pengubahan 
suhu lebih dikenal dengan istilah “cooling” yaitu penurunan suhu Apabila suatu 
larutan jenuh diturunkan suhunya maka konsentrasi jenuh larutan tersebut akan turun, 
sehingga kondisi supersaturasi tercapai dan kristal mulai terbentuk.
43
 
Faktor yang sangat berpengaruh terhadap ukuran kristal yang dihasilkan 
adalah kecepatan nukleasi dan growth rate. Sedangkan nukleasi dan growth rate 
sangat dipengaruhi oleh kondisi supersaturasi, selain juga oleh keasaman, suhu dan 
surfaktan dalam kristalisator.
44
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b. Uji Kualitatif 
Uji kualitatif dimaksudkan untuk melakukan pemeriksaan kimia secara 
kualitatif terhadap senyawa aktif biologis yang terdapat dalam simplisia. Senyawa-
senyawa tersebut adalah senyawa organik. Uji kualitatif dapat dilakukan pada abolit 
sekunder seperti alkaloida, glikosida, flavonoida, terpenoida, tanin dan lain-lain. 
Uji senyawa bioaktif secara kualitatif dapat dilakukan seperti di bawah ini:45 
1. Uji Flavonoid  
Uji flavonoid dilakukan dengan memasukkan simplisia ke dalam tabung reaksi 
dengan menambahkan logam Mg dan HCl pekat. Hasil positif yang menunjukkan adanya 
senyawa flavonoid dalam simplisia yaitu timbulnya warna merah atau jingga. 
2. Uji Alkaloid  
Uji alkaloid dilakukan dengan memasukkan simplisia ke dalam tabung reaksi 
dengan menambahkannya HCl 2%. Uji alkaloid dibagi menjadi dua yaitu menggunkan 
reagen dragendroff dan reagen meyer. Uji positif alkaloid ditandai munculnya endapan 
jingga pada pereaksi dragendroff dan endapan kuning pada pereaksi meyer. 
3. Uji Triterpenoid/Steroid  
Uji triterpenoid/steroid dilakukan dengan memasukkan simplisia ke dalam 
tabung reaksi dengan penambahan kloroform, asam asetat anhidrat dan asam sulfat 
pekat. Uji positif triterpenoid ditandai dengan timbulnya cincin berwarna kecoklatan 
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atau violet pada perbatasan dua. Sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan 
menunjukkan adanya steroid. 
c. Uji Spektroskopi Infra Red 
Spektrofotometri infra red atau infra merah merupakan suatu metode yang 
mengamati interaksi molekul dengan radiasi elektromagnetik yang berada pada 
daerah panjang gelombang 0,75-1000 µm atau pada bilangan gelombang 13000-
10cm
-1
. Metode ini banyak digunakan pada laboratorium analisis industri dan 
laboratorium riset karena dapat memberikan informasi yang berguna untuk analisis 
kualitatif dan kuantitatif, serta membantu penerapan rumus bangun suatu senyawa. 
Terdapat lima bagian utama dalam spektrofotometer ini, yaitu:
46
 
1. Sumber sinar yang terbuat dari filamen Nerst atau globar yang dipanaskan 
menggunakan listrik hingga temperatur 1000-1800 
o
C. 
2. Beam splitter berupa material transparan dengan indeks relatif, sehingga 
menghasilkan 50% radiasi akan direfleksikan dan 50% radiasi akan 
diteruskan. 
3. Interferometer merupakan bagian utama dari alat ini untuk membentuk 
interferogram yang akan diteruskan menuju detektor. 
4. Daerah cuplikan 
5. Detektor berfungsi mengukur energi pancaran yang lewat akibat panas yang 
dihasilkan.   
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Berdasarkan panjang gelombang, sinar infra merah dibagi atas tiga daerah, 
yaitu:
47
  
b. Daerah infra merah dekat.  
c. Daerah infra merah pertengahan.  
d. Daerah infra merah jauh  
Beberapa hal yang harus dipenuhi sehingga terjadi peresapan radiasi 
inframerah, yaitu sebagai berikut:
 48
  
a. Absorpsi terhadap radiasi inframerah dapat menyebabkan eksitasi molekul ke 
tingkat energi vibrasi yang lebih tinggi  
b. Vibrasi yang normal mempunyai frekuensi sama dengan frekuensi radiasi 
elektromagnetik yang diserap  
c. Proses absorpsi (spektra IR) hanya dapat terjadi apabila terdapat perubahan baik 
nilai maupun arah dari momen dua kutub ikatan 
Vibrasi yang digunakan untuk identifikasi adalah vibrasi bengkokan 
khususnya goyangan (rocking). Daerah pada spektrum inframerah di atas bilangan 
gelombang 1200 cm
-1
 menunjukkan pita spektrum atau puncak yang disebabkan oleh 
getaran ikatan kimia atau gugus fungsi dalam molekul yang ditelaah. Daerah di 
bawah 1200 cm
-1
 menunjukkan pita yang disebabkan oleh getaran seluruh molekul, 
dan karena kerumitannya dikenal sebagai daerah sidik jari.
49
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Pengujian sejumlah besar senyawa yang telah diketahui gugus fungsionalnya 
dapat diperoleh serapan-serapan IR yang sesuai dengan gugus fungsional tersebut. 
Namun, senyawa yang tidak diketahui memiliki gugus fungsional yang ingin 
diidentifikasi, dapat diuji strukturnya melalui IR dengan menggunakan data korelasi 
untuk mengetahui gugus fungsional apa yang terdapat dalam sampel. Namun 
demikian, tidak bisa sepenuhnya bergantung pada spektrum IR saja. Tetapi segala 
aspek yang berhubungan dengan data fisika dan spektroskopi lain juga perlu 
diperhatikan. Serapan spektrum dan ikatan yang menyebabkan absorbsi dapat dilihat 
pada tabel di bawah ini: 
Tabel 2.1. Daerah Spektrum Inframerah 
Daerah Spektrum  Ikatan yang Menyebabkan Absorbsi 
3750 – 3000 Regang O-H, N-H 
 
3300 – 2900 
                             , Ar-H  (Regang C-H) 
 
3000 – 2700 
-CH3, -CH2-,  
 
(Regang C-H) 
2400 – 2100 Regang C C, C N 
 
1900 – 1650 
Regang                      (asam, aldehid, keton, amida, ester, 
anhidrida) 
1675 – 1500 
 
Regang                     (alifatik dan  aromatik),  
 
1475 – 1300 Lentur  
 
 
              1000 – 650 
 
Lentur                                , Ar-H 
(Sumber: Clifford J. Creswell, 1982) 
C C
H
C H ,          C
O
H
2HC O
C C C N
C H
C C
H
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D. Uji Aktivitas Antibakteri 
Pemakaian antimikroba yang berlebihan menyebabkan mikroba yang semula 
sensitif terhadap antibiotik menjadi resisten. Oleh karena itu, diperlukan senyawa 
antibakeri untuk mengatasi bakteri resisten tersebut. Uji antibakteri dapat dilakukan 
secara in vivo maupun secara in vitro.  Uji secara in vivo yaitu dengan menggunakan 
hewan coba untuk dapat melihat efek dari suatu antibiotik atau antimikroba. 
sedangkan in vitro adalah uji yang dilakukan tidak dalam hidup organisme tetapi 
dalam lingkungan terkontrol, misalnya di dalam tabung reaksi atau cawan petri. Salah 
satu uji secara in vitro yaitu  dengan menggunakan metode difusi cakram.
50
   
Uji difusi cakram yaitu pengujian antimikroba dengan mengukur diameter 
daerah hambatan yang terjadi di sekitar kertas cakram yang sebelumnya telah 
direndam dengan ekstrak antimikroba. Lempeng yang dapat digunakan yaitu lempeng 
agar atau media agar. Kapas lidi (cotton swab) steril dicelupkan dalam suspensi 
biakan uji, kapas lidi diputar pada dinding tabung atau diperas agar cairan tidak 
menetes dari bagian kapas tersebut. Mikroorganisme disebar pada seluruh permukaan 
lempeng agar dengan cara dioleskan. Hal ini dilakukan secara merata agar 
mendapatkan pertumbuhan mikroba yang merata pula, kapas lidi dioleskan secara 
mendatar, kemudian lempeng agar diputar 90
o
 dan dibuat olesan kedua dengan 
lempeng agar diputar 45
o
 kemudian dibuat olesan ketiga. Lempeng agar dibiarkan 
mengering kurang lebih 5 menit dan menempatkan kertas cakram yang sudah 
direndam dengan sampel yang diujikan pada permukaan lempeng agar.
51
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Satu lempeng agar dapat digunakan 5-6 macam dosis perlakuan. Jarak antara 
kertas cakram harus cukup luas sehingga wilayah jernih tidak saling berhimpitan 
yang nantinya akan menyulitkan dalam proses pengukuran zona hambat. Kertas 
cakram ditekan dengan pinset, tidak perlu terlalu keras karena akan merusak 
permukaan agar. Lempeng yang sudah ditempelkan kertas cakram diinkubasi pada 
suhu tumbuh optimal dari bakteri patogen yang sedang diujikan. Setelah bakteri uji 
sudah tumbuh merata dan terlihat adanya zona jernih di permukaan agar, maka luas 
zona jernih dapat diukur dengan mengukur diameternya.
52
 
 
E.  Bakteri Uji 
1. Salmonella typhi 
Salmonella typhi adalah bakteri gram negatif berbentuk batang dan 
merupakan bakteri aerobik atau membutuhkan oksigen untuk mempertahankan 
hidupnya. Bakteri ini memiliki tiga lapis membran yaitu lapisan membran luar, 
lapisan tengah dan lapisan peptidoglikan yang tipis yang menjadi ciri khas dari 
bakteri gram negatif. Salmonella typhi mampu bergerak dengan flagella. Flagella 
merupakan organel khusus pada bakteri yang terlihat seperti bulu mata atau ekor 
sperma yang menempel pada salah satu sisi sel bakteri.
53
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Salmonella typhi dapat dilihat seperti pada gambar di bawah ini:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.7. Salmonella typhi 
Samonella typhi dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
54
 
Kingdom : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Order  : Enterobacteriales 
Family  : Enterobacteriaceae 
Genus  : Salmonella 
Species : Salmonella typhirium 
Habitat utama salmonella typhi adalah saluran usus manusia dan hewan. 
Bakteri ini dapat ditemukan terutama di satu organisme tertentu, bisa di mana-mana 
atau dapat memiliki habitat yang tidak diketahui. Apabila bakteri ini menginfeksi 
manusia dapat menyebabkan penyakit serius yang sering dikaitkan dengan invasi 
pada aliran darah. Salmonellosis dalam kasus ini dapat ditularkan melalui 
kontaminasi air tinja atau makanan.
55
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Peran patogenik dari Salmonella typhi tidak diketahui bahkan sangat jarang 
diisolasi. Organisme salmonella tidak berkembang biak secara signifikan dalam 
lingkungan alam (dari saluran pencernaan), tetapi dapat bertahan hidup selama 
beberapa minggu di air dan beberapa tahun di tanah jika kondisi suhu, kelembaban, 
dan pH yang menguntungkan.
56
 
2. Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus berbentuk menyerupai bola dengan garis tengah ± 1 
µm tersusun dalam kelompok-kelompok tidak teratur (menyerupai buah anggur), 
dapat pula tersusun empat-empat, membentuk rantai (3-4 sel), berpasangan atau satu-
satu. Bakteri tersebut merupakan bakteri Gram positif dan berbentuk kokus serta 
merupakan koloni kuning yang cukup besar pada media diperkaya. Bakteri ini 
tumbuh pada suhu optimum 37 ºC, tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu 
kamar (20-25 ºC). Koloni pada perbenihan padat berwarna abu-abu sampai kuning 
keemasan, berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau.
57
  
Staphylococcus aureus dapat dilihat pada gambar di bawah ini: 
 
 
 
 
 
Gambar 2.8. Staphylococcus aureus 
 
                                                          
56Kenneth Todar, “Salmonella and Salmonellosis”, h. 2. 
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Textbook of Bactereology (2012): h. 1. 
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Staphylococcus aureus dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
58
 
Kingdom : Bacteria 
Phylum : Firmicutes 
Class  : Bacilli 
Order  : Bacillales 
Family  : Staphylococcaceae 
Genus  : Staphylococcus 
Species : S. aureus 
Staphylococcus aureus menyebabkan berbagai infeksi supuratif (berbentuk 
nanah) dan toxinoses pada manusia. Hal ini menyebabkan infeksi kulit dangkal 
seperti bisul, infeksi yang lebih serius seperti pneumonia dan infeksi saluran kemih. 
S. aureus merupakan penyebab utama dari rumah sakit misalnya dari infeksi luka 
bedah dan infeksi yang terkait dengan perangkat medis. S. aureus menyebabkan 
keracunan makanan dengan melepaskan enterotoksin ke dalam makanan dan toxic 
shock syndrome oleh pelepasan superantigens ke dalam aliran darah. Kontaminasi 
langsung bakteri ini yaitu pada luka terbuka (seperti luka pascabedah) dan meningitis 
setelah fraktur tengkorak yang merupakan penyebab infeksi nosokomial.
59
 
 
F. Pelarut Organik 
Pelarut merupakan hal terpenting dalam penarikan zat aktif tertentu. Oleh 
karena itu, isolasi senyawa bahan alam menggunakan pelarut sesuai dengan senyawa 
yang terdapat dalam sampel atau sesuai dengan senyawa yang akan ditarik. Ada 
beberapa hal yang perlu diperhatikan sebelum memilih jenis pelarut yang akan 
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digunakan. Misalnya harga konstanta distribusi tinggi untuk gugus yang bersangkutan 
dan konstanta distribusi rendah untuk gugus pengotor lainnya. Apabila telah 
diketahui bahwa dalam sampel mengandung senyawa polar, maka dapat digunakan 
pelarut yang bersifat polar dan apabila dalam simplisia mengandung senyawa 
nonpolar maka dapat digunakan pelarut yang bersifat nonpolar pula. Hal ini sesuai 
dengan prinsip like dissolved like.  
Tabel 2.2. Pelarut Organik Berdasarkan Kepolarannya 
Solvent Index Polar 
Fluoroalkana < -2 
Sikloheksana 0,04 
n-heksan 0,1 
Karbon tetraklorida 1,6 
Diisopropil eter 2,4 
Toluena 2,4 
Dietil eter 2,8 
Diklorometana 3,1 
Tetrahidrofuran 4,0 
Kloroform 4,1 
Etanol 4,3 
Asam asetat 4,4 
Dioksana 4,8 
Metanol 5,1 
Asetonitril 5,8 
Nitrometana 6,0 
Air 10,2 
(Sumber: http://wordpress.com). 
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Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol. Etanol merupakan 
suatu cairan mudah menguap yang biasa digunakan sebagai pelarut bagi kebanyakan 
senyawa organik. Etanol atau etil alkohol berupa cairan jernih yang tidak berwarna 
dengan bau khas yang menyengat. Etanol dalam larutan encer berbau manis, tapi 
dalam larutan yang lebih pekat memiliki bau seperti asap.
60
  
Etanol memiliki titik leleh -114,1
o
C, titik didih 78,5
o
C, titik beku -40
o
C dan 
memiliki kerapatan 0,789 gr/mL. Etanol dengan rumus molekul CH3CH2OH adalah 
alkohol yang merupakan sekelompok senyawa kimia yang molekulnya mengandung 
gugus hidroksil (-OH) dan biasanya berikatan dengan atom karbon.
61
 Etanol 
merupakan pelarut yang bersifat semi polar artinya dapat melarutkan senyawa polar 
maupun non polar. Oleh karena itu, etanol juga bisa bercampur dengan air. Kepolaran 
etanol disebabkan adanya gugus –OH yang bersifat polar, sementara gugus etil 
(CH3CH2-) merupakan gugus non polar. Oleh karena rantai karbon yang dimiliki  
pendek menyebabkan etanol akan bersifat semi polar.  
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Pelaksanaan penelitian dimulai bulan April-Agustus 2016 di Laboratorium 
Kimia Organik Fakultas Sains dan Teknologi, Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 
Kesehatan UIN Alauddin Makassar dan Fakultas MIPA UNHAS.  
 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan adalah spektrofotometer FTIR, autoclave, incubator, 
rotary evaporator, neraca analitik, oven, chamber, blender, Kromatogravi Kolom 
Cair Vakum (KKCV), lampu UV 254-366 nm, lampu pijar, kolom kromatografi 
gravitasi, jangka sorong, pipet skala, erlenmeyer, gelas kimia, cawan petri, tabung 
reaksi, pipet tetes, alat penyemprot, pipa kapiler, mikropipet, botol vial, wadah fraksi, 
lumpang dan mortal, plat tetes, pinset, toples,ose, penggaris, spoid 1 mL dan 5 mL, 
tip kuning dan botol gelap. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan adalah akuabides, akuades, aluminium foil, asam sulfat 
(H2SO4) 10%, aseton (C3H6O), biakan murni bakteri Staphylococcus sureus dan 
Salmonella typhi, besi (III) klorida (FeCl3) 5%, dimetil sulfoksida (DMSO), etil asetat 
(C4H8O2), kapas, kertas cakram, kloroform (CHCl3), natrium hidroksida (NaOH) 
10%, media NA (Nutrient Agar) dan NB (Nutrient Broth), metanol (CH3OH), 
natrium klorida (NaCl) murni, pelarut etanol (C2H6O) dan  n-heksan (C6H14), 
pereaksi Dragendroff pereaksi Lieberman-Burchard, pereaksi mayer, pereaksi 
38 
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wagner, silika G60 (230-400 mesh) Merck nomor katalog 7730, 7733 dan 7734, silika 
gel G60 PF 254 dan spidol permanen, teripang pasir yang telah dikeringkan.  
 
C. Prosedur Penelitian 
1. Ekstraksi 
Sampel teripang dipotong kecil-kecil kemudian dikeringkan di bawah sinar 
matahari. Teripang yang kering ditumbuk menggunakan mortar sampai menjadi 
ukuran yang lebih kecil kemudian diblender hingga sampel menjadi lebih halus. 
Teripang pasir yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 1 Kg, kemudian 
dimaserasi dengan pelarut etanol selama 1x24 jam (3 kali atau hingga diperoleh filtrat 
bening). Maserat yang diperoleh dipekatkan menggunakan evaporator sampai 
diperoleh ekstrak kental. 
2. Fraksinasi 
Analisis menggunakan KLT dengan larutan pengembang (eluen) terhadap 
ekstrak kental etanol yang diperoleh. Eluen yang sesuai dilanjutkan dengan 
kromatografi kolom cair vakum dengan menggunakan silika sebagai fase diamnya. 
Fasa gerak yaitu larutan pengembang yang diperoleh dari hasil KLT yang 
kepolarannya terus ditingkatkan. Hasil fraksinasi ditampung dalam beberapa wadah 
kemudian dianalisis menggunakan KLT. Fraksi-fraksi yang mempunyai nilai Rf yang 
sama digabung. Fraksi yang sudah digabung dan terdapat tanda kristal dilanjutkan 
pada kromatografi kolom gravitasi. Analisis lebih lanjut diakhiri dengan pemurnian. 
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3. Pemurnian 
Pemurnian dilakukan dengan cara kristalisasi dan rekristalisasi hingga 
diperoleh kristal murni. Kristal murni dilanjutkan dengan identifikasi dengan uji 
kualitatif yang dilanjutkan karakterisasi dengan menggunakan alat spektrofotometer 
FTIR serta uji aktivitas antibakteri. 
4. Identifikasi 
Ekstrak pekat teripang pasir dan kristal murni dilarutkan sedikit dengan 
menggunakan pelarut etanol sampai homogen kemudian dilanjutkan dengan uji 
kualitatif untuk mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder yang terkandung 
dalam sampel. 
a.  Uji Alkaloid 
Percobaan ini dilakukan dengan cara larutan uji dipipet ke dalam plat tetes dan 
ditambahkan pereaksi meyer dan wagner kemudian diamati perubahan warna yang 
terjadi yaitu terdapat endapan putih atau kuning (meyer) dan endapan coklat 
(wagner). 
b.  Uji Terpenoi dan Steroid 
Percobaan ini dilakukan dengan cara larutan uji dipipet ke dalam plat tetes 
dan ditambahkan pereaksi lieberman burchard kemudian diaamati perubahan warna 
yang terjadi yaitu berwarna merah-ungu (terpenoid) dan biru atau hijau (steroid). 
c.  Uji flavonoid  
1) NaOH 10%  
Percobaan ini dilakukan dengan cara larutan uji dipipet ke dalam plat tetes dan 
ditambahkan NaOH 10% dan diamati perubahan warna yang terjadi dengan 
mengamati dari kuning tua sampai menjadi kuning muda. 
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2) H2SO4 pekat 
percobaan ini dilakukan dengan cara sampel diencerkan dengan beberapa mL 
alkohol kemudian dipipet ke dalam plat tetes dan ditetesi dengan H2SO4 pekat. 
Perubahan warna yang terjadi diamati dari kuning tua menjadi merah tua. 
3) FeCl3 
Percobaan ini dilakukan dengan cara sampel diencerkan dengan beberapa mL 
alkohol kemudian dipipet ke dalam plat tetes dan ditetesi dengan FeCl3. Perubahan 
warna yang terjadi adalah biru hitam atau hijau kekuningan. 
d. Uji Saponin 
Percobaan ini dilakukan dengan cara sampel ekstrak teripang pasir  sebanyak 
0,5 gram ditambahkan dengan 10 m aquades, kemudian dipanaskan selama 5 menit.  
Larutan dituang ke dalam tabung reaksi dalam keadaan panas. Larutan diambil 
sebanyak 5 mL kemudian dikocok dengan kuat secara vertikal selama 10 detik. 
Adanya saponin ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil setinggi 1-10 cm 
selama 10 menit.    
5. Karakterisasi dengan Spetrofotometer FTIR 
Isolat murni diambil sebanyak 1 mg, kemudian dicampurkan KBr dengan cara 
digerus sampai homogen. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam alat pembuat 
pellet dengan tekanan 74 mmHg dan waktu 5 menit sehingga diperoleh pellet yang 
ketebalannya + 1 mm. Plat diletakkan pada wadah plat kemudian diukur serapannya 
dengan alat FTIR. 
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6. Uji Aktivitas Antibakteri menggunakan Metode Difusi Cakram 
a. Sterilisasi Alat  
Alat-alat yang akan digunakan disterilkan dengan cara dimasukkan ke dalam 
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121
o
C dan tekanan 15 psi (per square inchi). 
b. Pembuatan Nutrient Agar 
Pembuatan media nutrient agar dilakukan dengan nutrient  agar sebanyak 4,6 
g dilarutkan dalam 200 mL akuades pada beaker gelas. Suspensi dipanaskan sampai 
mendidih, kemudian dimasukkan dalam erlenmeyer kemudian ditutup dengan kapas 
dan wrap kemudian disterilisasi. Proses sterilisasi digunakan autoklaf pada suhu 
121
o
C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit (Volk dan Wheeler, 1993). 
c. Pembuatan Media Agar Miring 
Pembuatan media agar miring dilakukan dengan media agar yang telah selesai 
dipanaskan dimasukkan sebanyak 5 mL ke dalam tabung reaksi kemudian ditutup 
dengan kapas dan plastik wrap. Media dimasukkan dalam erlenmeyer dan disterilisasi 
menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. 
Proses sterilisasi selesai, media dimasukkan dalam tabung reaksi yang diposisikan 
dalam keadaan miring. 
d. Peremajaan Biakan Murni Bakteri 
Peremajakan biakan murni bakteri dilakukan pada media padat agar miring 
dengan cara digoreskan dengan jarum ose yang mengandung bakteri Staphylococcus 
aureus dan Salmonella typhi secara aseptis yaitu dengan mendekatkan mulut tabung 
pada nyala api. Tabung reaksi ditutup kembali dengan kapas dan diinkubasi selama 
18-24 jam pada suhu 37
o
C dalam inkubator. 
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e. Pembuatan Nutrient Broth 
Pembuatan media dilakukan dengan nutrient broth 0,9 g dilarutkan dalam 100 
mL akuades pada beaker gelas. Suspensi yang dihasilkan dipanaskan sampai 
mendidih, kemudian dimasukkan dalam erlenmeyer ditutup dengan kapas dan wrap 
kemudian disterilisasi. Proses sterilisasi digunakan  autoklaf pada suhu 121
o
C dengan 
tekanan 15 psi selama 15 menit. 
f. Pembuatan Larutan Biakan Aktif 
Bakteri dibiakkan dengan cara diambil satu ose bakteri hasil 
peremajaan biakan murni  dan dimasukkan dalam 10 mL media agar cair steril dan 
dihomogenkan. Larutan ini berfungsi sebagai biakan aktif. 
g. Uji Aktivitas Antibakteri 
Uji aktivitas antibakteri dengan ekstrak etanol dan isolat murni digunakan 
konsentrasi 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm dan 1000 ppm.  Kertas cakram (diameter 5 
mm) diserapkan ekstrak etanol dan isolat murni. Proses penyerapannya dilakukan 
dengan cara kertas cakram direndam pada ekstrak etanol dan isolat murni tersebut 
selama 30-60 menit. Mengambil larutan biakan aktif bakteri  sebanyak 50 µL dan 
dimasukkan ke dalam cawan petri steril. Media agar padat dipanaskan sampai 
mencair, kemudian didinginkan sampai suhu 40
o
C dan dituang ke dalam cawan petri 
yang  berisi  larutan  biakan aktif bakteri. Media agar padat dihomogenkan dan 
larutan biakan aktif bakteri dan dibiarkan hingga memadat. Kertas cakram 
dilektakkan di atas permukaan media bakteri menggunakan pinset dan ditekan sedikit. 
Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 37
o
C selama ±24 jam. Kemudian, zona 
hambatannya diukur dengan menggunakan  jangka sorong. 
Luas zona hambatan ditentukan dengan cara diameter keseluruhan (cakram + zona 
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hambatan) dikurangi dengan diameter cakram dan diameter zona hambat pelarut (jika 
pelarut memberikan zona hambat).
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                          
1Haris Nursyah Arifin, dkk., “Antibacterial Activity Test Sea Cucumber Extract (Holothuria 
scabra) Sidayu Coast Gresik using Disk Diffusion Method” Journal Alchemy vol. 2, No. 2 (2013): h. 
103-104. 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Pengamatan 
1. Ekstraksi 
Teripang pasir sebagai sampel yang telah dipreparasi dilakukan ekstraksi 
maserasi sebanyak 1000 gr dengan menggunakan pelarut etanol. Maserasi dilakukan 
selama 1x24 jam (3 kali) sehingga menghasilkan maserat berwarna kuning tua sampai 
kuning muda. Maserat ini dipekatkan dengan melakukan evaporasi sehingga 
diperoleh ekstrak kental sebanyak 57,0791 gram.  
2. Fraksinasi 
Fraksinasi awal terhadap ekstrak etanol teripang pasir menggunakan 
kromatogravi kolom cair vakum dilakukan dengan membuat sederetan perbandingan 
pelarut sebagai eluen yang secara terus menerus ditingkatkan kepolarannya, eluen 
yang digunakan yaitu n-heksan 100% tiga kali, n-heksan:etil asetat (9,5:0,5 tiga kali, 
9:1 empat kali, 8:2 dua kali, 7:3 dua kali, 6:4 dua kali, 5:5 satu kali, 4:6 satu kali, 3:7 
satu kali, 2:8 satu kali, 1:9 satu kali) dan 100% metanol. Jadi, banyaknya 
perbandingan pelarut yang akan digunakan dalam tahap fraksinasi ini yaitu 22 
perbandingan pelarut. Seperti yang terlihat pada tabel di samping: 
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Tabel 4.1. Hasil Fraksinasi Awal (KKCV) 
No. Eluen Warna Fraksi 
1 n-heksan 100% Larutan tidak berwarna 
2 n-heksan 100% Larutan tidak berwarna 
3 n-heksan 100% Larutan tidak berwarna 
4 n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning muda 
5 n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning muda 
6 n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning muda 
7 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
8 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
9 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
10 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
11 n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning muda 
12 n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning muda 
13 n-heksan:etil asetat (7:3) Larutan kuning muda 
14 n-heksan:etil asetat (7:3) Larutan kuning muda 
15 n-heksan:etil asetat (6:4) Larutan kuning muda 
16 n-heksan:etil asetat (6:4) Larutan kuning muda 
17 n-heksan:etil asetat (5:5) Larutan kuning muda 
18 n-heksan:etil asetat (4:6) Larutan kuning muda 
19 n-heksan:etil asetat (3:7) Larutan kuning muda 
20 n-heksan:etil asetat (2:8) Larutan kuning tua 
21 n-heksan:etil asetat (1:9) Larutan kuning tua 
22 Metanol 100% Larutan kuning tua 
 
Hasil dari fraksinasi ektrak etanol teripang pasir di atas dilanjutkan dengan uji 
KLT (Lampiran 4). Eluen yang digunakan yaitu n-heksan:etil asetat (9:1). Analisis 
KLT fraksi menghasilkan enam fraksi gabungan yaitu fraksi A, fraksi B, fraksi C, 
fraksi D, fraksi E dan fraksi F (Lampiran 5). Fraksi yang dilanjut ke tahap berikutnya 
yaitu fraksi E. 
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Fraksi E kemudian difraksinasi melalui Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG) 
dengan perbandingan eluen n-heksan:etil asetat (9:1), menghasilkan 33 fraksi yang 
selanjutnya dianalisis KLT. Hasil analisis KLT menunjukkan  fraksi E9-11 (Ea) dan 
E17-33 (Eb) masing-masing menunjukkan 1 noda. Hasil tersebut dapat dilihat pada 
gambar di bawah ini: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.1: Kromatogram hasil KLT dari KKG  
 
3. Pemurnian 
Fraksi Eb dilanjutkan di tahap pemurnian. Pada tahap pemurnian dilakukan uji 
tiga sistem eluen menggunakan analisis KLT. Eluen yang digunakan dalam tahap ini 
yaitu perbandingan n-heksan:kloroform (5:5), n-heksan:etil asetat (9:1) dan 
kloroform:etil asetat (2:8). Hasil analisis KLT pemurnian dapat dilihat pada gambar 
di samping: 
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                                 (a)                       (b)                        (c) 
Gambar 4.2: Kromatogram hasil KLT uji tiga sistem eluen (a) eluen n-heksan:kloroform (5:5) Rf 0,28 
(b) eluen n-heksan:etil asetat (9:1) Rf  0,6 dan (c) eluen kloroform:etil asetat (2:8) Rf 0,9 
Hasil dari uji pemurnian menunjukkan setiap perbandingan eluen yang 
digunakan menghasilkan noda tunggal. Hasil tersebut menunjukkan bahwa isolat ini 
merupakan isolat murni. 
4. Identifikasi 
Identifikasi dilakukan pada ekstrak dan isolat murni. Hasil yang diperoleh 
dapat dilihat pada tabel di bawah ini:  
Tabel 4.2. Hasil Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder 
Uji Kualitatif Hasil 
Golongan Pereaksi Ekstrak Isolat Murni 
Flavonoid 
FeCl3 - - 
NaOH 10% + - 
H2SO4 pekat - - 
Alkaloid 
Mayer + - 
Wagner + + 
Dragendorff - - 
Terpenoid  
Lieberman Burchard 
- - 
Steroid - - 
Saponin Aquabides+pemanasan + - 
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5. Karakterisasi dengan Spektrofotometer FTIR 
Hasil karakterisasi isolat murni menggunakan spektrofotometer FTIR dapat 
dilihat pada tabel di bawah ini: 
Tabel 4.3. Hasil Karakterisasi dengan Spektrofotometer IR pada Isolat Murni 
 
 
 
 
 
6. Uji Aktivitas Antibakteri menggunakan Metode Difusi Cakram 
Analisis ini menggunakan sampel ekstrak dan isolat murni. Hasil ujinya dapat 
dilihat pada tabel di bawah ini: 
Tabel 4.4. Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus 
No. Sampel 
Konsentrasi 
(ppm) 
Diameter Zona Bening (mm) 
Salmonella thypi Staphylococcus aureus 
1 Ekstrak kental 
1000 11,50 0,00 
750 8,40 12,30 
500 6,20 10,60 
250 0,00 0,00 
2 Isolat murni 
1000 0,00 10,70 
750 0,00 0,00 
500 0,00 0,00 
250 0,00 0,00 
3 Kloramfenikol  25,00 22,33 
4 DMSO  0,00 0,00 
 
Daerah Spektrum Ikatan yang menyebabkan Absorbsi 
3450,65 N-H  
3010,86 C-H aromatik 
2924,09 - 2852,72 C-H alifatik 
1710,86 C=O 
1595,13 – 1585,41 C=C aromatik 
1278 – 1236,37 C-N 
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B. Pembahasan 
1. Ekstraksi 
Teripang pasir dibersihkan dan dikeringkan di bawah sinar matahari yang 
tidak terlalu panas. Hal ini dilakukan untuk mengurangi kadar air dari teripang pasir 
dan mencegah pembusukan pada teripang pasir. Teripang pasir yang kering kemudian 
dibuat dalam ukuran yang lebih kecil dengan cara dipotong-potong, ditumbuk dan 
diblender sehingga diperoleh teripang pasir yang ukurannya lebih sederhana. Hal ini 
bertujuan untuk memberikan luas permukaan yang besar pada sampel. Sampel 
dengan ukuran sederhana akan membuat pelarut yang digunakan semakin mudah 
menarik senyawa metabolit sekunder yang dikandungnya pada tahap ekstraksi.  
Ekstraksi dapat dikatakan sebagai proses yang dilakukan untuk mendapatkan 
ekstrak. Metode ekstraksi terdapat beberapa macam. Metode ekstraksi yang 
digunakan dalam penelitian ini yaitu ekstraksi maserasi. Maserasi dipilih sebagai 
metode ekstraksi dalam penelitian ini karena memiliki beberapa keuntungan seperti 
pengerjaannya yang relatif mudah dan sangat cocok untuk isolasi senyawa metabolit 
sekunder karena merupakan teknik ekstraksi secara dingin. Maserasi dilakukan 
dengan melarutkan sampel menggunakan pelarut organik yang berfungsi untuk 
menarik senyawa metabolit sekunder dalam sampel.  
Prinsip maserasi yaitu ekstraksi zat aktif yang dilakukan dengan cara 
merendam serbuk dalam pelarut yang sesuai selama beberapa hari pada temperatur 
kamar terlindung dari cahaya, pelarut akan masuk kedalam sel tanaman melewati 
diding sel. Isi sel akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan 
didalam sel dengan diluar sel. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak 
keluar dan diganti oleh pelarut dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa 
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tersebut akan berulang sampai terjadi keseimbangan antara larutan di dalam sel dan 
larutan di luar sel.  
Pemilihan pelarut yang digunakan dalam ekstraksi maserasi harus pelarut 
organik yang ideal artinya pelarut yang digunakan menunjukkan selektivitas yang 
maksimal, mempunyai kapasitas terbaik yang ditinjau dari koefisien saturasi bahan 
dalam medium dan kompatibel dengan bahan yang diekstraksi serta memiliki prinsip 
like dissolved like yaitu senyawa polar larut dalam pelarut polar dan senyawa non 
polar larut dalam pelarut non polar.  Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini 
yaitu etanol. Hal ini disebabkan karena titik didihnya yang rendah sehingga lebih 
mudah untuk diuapkan dan melarutkan senyawa dengan cukup cepat serta memiliki 
harga yang terjangkau.
1
 Pelarut etanol memiliki gugus hidroksil yang dapat mengikat 
senyawa-senyawa polar seperti flavonoid dan alkaloid. Maserasi dilakakukan selama 
1x24 jam (3 kali) dan menghasilkan maserat yang berwarna kuning bening. Maserat 
yang diperoleh kemudian dievaporasi untuk mendapatkan ekstrak kental etanol 
teripang pasir. Ekstrak kental yang diperoleh yaitu 57,0791 gram. 
2. Fraksinasi 
Ekstrak kental yang diperoleh selanjutnya dilakukan analisis menggunakan uji 
kromatografi lapis tipis yang bertujuan untuk mengetahui eluen yang cocok serta  
merupakan uji yang dapat dijadikan sebagai pendeteksian awal dari hasil isolasi 
senyawa metabolit sekunder. Hal yang perlu diperhatikan sebelum melakukan uji 
KLT yaitu hal-hal yang dapat menyebabkan gagalnya uji KLT, seperti kepekatan 
                                                          
1
Nurul Inayah, dkk., “Uji Toksisitas dan Identifikasi Awal Golongan Senyawa Aktif Ekstrak 
Etanol dan N-Heksana Teripang Pasir (Holothuria scabra) Kering Pantai Kenjeran Surabaya”  Jurnal 
Alchemy vol. 2, no. 1 (2012): h. 93. 
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sampel yang akan ditotolkan. Karena apabila ekstrak yang hendak ditotolkan sangat 
pekat maka hasil noda yang diperoleh tidak beraturan.  
Eluen yang sesuai dalam analisis kromatografi lapis tipis ekstrak etanol 
teripang pasir yaitu eluen dengan perbandingan pelarut n-heksan:etil asetat (9:1). 
Eluen ini dipilih karena mampu memisahkan noda pada plat KLT dengan baik dan 
noda tertinggi memiliki Rf= 0,3. Plat KLT yang digunakan memiliki fase diam 
berupa silika G60 PF 254. Noda yang dihasilkan dari proses elusi dapat dilihat 
menggunakan lampu UV dengan panjang gelombang 254-336 nm. Namun, apabila 
noda tidak tampak pada lampu UV maka dapat ditambahkan cairan penampak. Cairan 
penampak yang digunakan dalam penelitian ini yaitu H2SO4 10%. Cairan penampak 
ini dipilih karena diketahui merupakan penampak noda yang umum untuk senyawa 
metabolit primer maupun senyawa metabolit sekunder.
2
  
Eluen yang cocok digunakan beberapa kali pada tahap fraksinasi awal 
kromatografi kolom cair vakum. Eluen yang digunakan dalam fraksinasi awal 
kromatografi kolom cair vakum dibuat beberapa perbandingan pelarut mulai dari 
eluen yang memiliki kepolaran rendah sampai pada eluen yang kepolarannya tinggi. 
Eluen yang digunakan dalam kromatografi cair vakum yaitu n-heksan 100% tiga kali, 
n-heksan:etil asetat (9,5:0,5 tiga kali, 9:1 empat kali, 8:2 dua kali, 7:3 dua kali, 6:4 
dua kali, 5:5 satu kali, 4:6 satu kali, 3:7 satu kali, 2:8 satu kali, 1:9 satu kali) dan 
100% metanol. Deretan eluen ini digunakan bertujuan agar senyawa yang diinginkan 
terelusi dalam bentuk fraksi-fraksi.  
                                                          
2
Firdaus. Hibah Penulisan Buku Ajar Teknik dalam Laboratorium Kimia Organik  (Makassar: 
Universitas Hasanuddin, 2011). 
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Kromatografi kolom cair vakum menggunakan dua jenis silika yang berbeda 
yaitu silika G60 Merc nomor katalog 7730 dan silika G60 Merc nomor katalog 7733. 
Perbedaan jenis silika ini yaitu terletak pada kehalusannya. Silika G60 Merc nomor 
katalog 7730 lebih halus dibandingkan silika G60 Merc nomor katalog 7733. Oleh 
karena itu, silika G60 Merck nomor katalog 7730  merupakan fase diam. Selain itu, 
dilengkapi dengan pompa vakum yang berfungsi untuk memberikan tekanan sehingga 
laju aliran fase gerak meningkat. Ekstrak kental diimpregnasi dengan silika G60 
Merck nomor katalog 7733. Tujuan dari perlakuan ini yaitu agar sampel yang akan 
difraksinasi dapat tersebar dengan homogen dan diharapkan hasil pemisahannya baik. 
Fase diam dikemas dalam kolom kromatografi kolom cair vakum. Pengemasan kolom 
harus betul-betul rapat. Hal ini dilakukan agar proses elusi dan pemisahan senyawa 
metabolit sekunder sempurna. Fraksi yang terelusi bersama eluen ditampung ke 
dalam wadah fraksi. 
 Fraksi yang diperoleh dari hasil fraksinasi awal yaitu sebanyak 22 fraksi. 
Fraksi-fraksi kemudian di analisis KLT untuk melihat noda yang sama. Eluen yang 
digunakan yaitu perbandingan pelarut n-heksan:etil asetat (9:1).  Noda yang sama 
akan digabung menjadi satu fraksi. Hal ini dilakukan karena noda yang sama diyakini 
merupakan senyawa yang sama. Analisis KLT fraksi menghasilkan tujuh fraksi 
gabungan yaitu fraksi I (fraksi 1-6), fraksi II (fraksi 7), fraksi III (fraksi 8), fraksi IV 
(fraksi 9), fraksi V (fraksi 10-12), fraksi VI (fraksi 13-14) dan fraksi VII (fraksi 15-
22).  
Ketujuh fraksi gabungan tersebut kemudian dianalisis KLT kembali 
menggunakan eluen n-heksan:etil asetat (9:1), hal ini bertujuan untuk melihat ada 
atau tidaknya fraksi gabungan yang masih memiliki noda yang sama. Hasil KLT 
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menunjukkan fraksi gabungan yang memiliki noda yang sama yaitu fraksi V dan VI. 
Sehingga kedua fraksi ini dapat digabung. Oleh karena itu, fraksi utama ada enam, 
diantaranya fraksi A (fraksi 1-6), fraksi B (fraksi 7), fraksi C (fraksi 8), fraksi D 
(fraksi 9), fraksi E (fraksi 10-14) dan fraksi F (fraksi 15-22). Fraksi E adalah fraksi 
yang memiliki noda paling sedikit diantara fraksi A, B, C, D dan F melalui 
Kromartografi Kolom Gravitasi (KKG).  
Kromatografi kolom gravitasi bertujuan untuk mendapatkan senyawa murni. 
Kromatografi kolom gravitasi memiliki prinsip yang sama dengan kromatografi 
kolom cair vakum yaitu sampel dielusi dengan eluen yang memiliki tingkat kepolaran 
yang rendah sampai pada eluen yang memiliki tingkat kepolaran yang tinggi. Fase 
diam berupa silika G60 Merck nomor katalog 7734. Fraksi E diimpregnasi dengan 
menggunakan silika G60 Merck nomor katalog 7733. Proses pengemasan silika dalam 
kolom memiliki prinsip yang sama dengan proses pengemasan silika pada 
kromatografi kolom cair vakum yaitu silika harus betul-betul rapat tanpa adanya 
gelembung udara disepanjang kolom kromatografi. Hal ini bertujuan agar proses elusi 
sempurna. Eluen yang digunakan yaitu perbandingan pelarut n-heksan:etil asetat (9:1 
sebanyak 7x). Hanya digunakan satu jenis eluen karena noda yang tampak hasil KLT 
hanya ada dua noda sehingga hanya digunakan eluen 9:1. Fase gerak ini dibiarkan 
mengalir melalui kolom gravitasi, yang mana setiap komponen senyawa terlarut akan 
bergerak dengan laju yang berbeda, memisah dan dikumpulkan berupa fraksi ketika 
keluar dari kolom.
3
  
Hasil dari kromatografi kolom gravitasi diperoleh 33 fraksi. Fraksi-fraksi yang 
dihasilkan dianalisis lebih lanjut dengan uji KLT yang bertujuan untuk melihat 
                                                          
3
Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis (Yogyakarta: Andi Offset, 2005), h. 200-201. 
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penampakan noda yang sama. Analisis KLT menghasilkan 2 fraksi gabungan (fraksi 
Ea dan fraksi Eb) yang masing-masing hanya memiliki satu noda dengan jarak Rf 
yang berbeda. Fraksi yang dilanjut adalah  fraksi Eb. Alasan dipilihnya fraksi Eb untuk 
dilanjut karena memiliki bobot yang lebih besar yaitu 20,3 mg dibandingkan dengan 
fraksi Ea yang hanya memiliki bobot 7,6 mg. 
3. Pemurnian 
Pemurnian merupakan tahap akhir isolasi. Kemurnian suatu isolat senyawa 
dapat diketahui dengan melakukan uji kemurnian tiga sistem eluen pada hasil 
pemisahan dengan analisis kromatografi lapis tipis hingga tampak satu noda. Noda 
tunggal yang timbul menandakan isolat suatu senyawa dapat dikatakan seagai isolat 
senyawa murni. Eluen yang digunakan adalah perbandingan n-heksan:kloroform 
(5:5), n-heksan:etil asetat (9:1) dan kloroform:etil asetat (2:8). Rf masing-masing 
noda tunggal yaitu eluen n-heksan:kloroform (5:5) memiliki Rf 0,28, eluen n-
heksan:etil asetat (9:1) memiliki Rf  0,6 dan eluen kloroform:etil asetat (2:8) memiliki 
Rf 0,9. Berdasarkan hasil yang Rf yang dimiliki masing-masing noda, dapat 
dikatakan bahwa isolat senyawa sudah murni.  
4. Identifikasi 
Uji kualitatif dilakukan terhadap ekstrak kental dan isolat murni. Uji kualitatif 
ini bertujuan untuk mengetahui secara umum senyawa metabolit sekunder yang 
terdapat dalam ekstrak etanol teripang pasir. Berdasarkan tabel 4.2 dapat diketahui 
golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak kental dan isolat murni. Hasil uji 
kualitatif menunjukkan bahwa ekstrak etanol teripang pasir mengandung senyawa 
metabolit sekunder berupa flavonoid, saponin dan alkaloid. Hal ini dapat diketahui 
karena terjadinya perubahan warna pada ekstrak menjadi berwarna kuning muda pada 
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pereaksi NaOH 10% yang menunjukkan ekstrak positif mengandung senyawa 
metabolit sekunder berupa flavonoid. Penambahan pereaksi meyer terbentuk endapan 
putih dan pada pereaksi wagner terbentuk endapan coklat yang menunjukkan bahwa 
ekstrak mengandung senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid.  Sedangkan 
saponin ditandai dengan timbulnya busa setelah ekstrak ditambahkan aquabides yang 
dipanaskan dan dikocok.  
Identifikasi selanjutnya adalah uji kualitatif terhadap isolat senyawa murni, 
berdasarkan pengamatan dapat diketahui bahwa isolat murni mengandung senyawa 
alkaloid yang ditandai dengan terbentuknya endapan coklat setelah penambahan 
pereaksi wagner pada isolat murni.  Hal ini didukung oleh beberapa penelitian seperti 
yang telah dilakukan oleh Feffiana M. Amin, et., al. (2012) dan Nurul Inayah, et., al. 
(2012) yang menyatakan bahwa teripang pasir mengandung senyawa alkaloid.  
 Dugaan reaksi yang terjadi pada uji wagner ditunjukkan sebagai berikut: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.3. Reaksi Uji Wagner 
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5. karakterisasi dengan Spektrofotometer FTIR 
Spektrofotometer FTIR merupakan alat yang digunakan untuk mendapatkan 
spektrum inframerah dari absorbansi pada sampel. Selain itu, dapat pula digunakan 
untuk mengetahui jenis gugus fungsi dalam suatu jaringan hewan maupun tumbuhan 
yang diisolasi. Pengujian sejumlah besar senyawa yang telah diketahui gugus 
fungsionalnya dapat diperoleh serapan-serapan IR yang sesuai dengan gugus 
fungsional yang terkandung dalam suatu sampel.
4
 Hasil karakterisasi FTIR terhadap 
isolat murni dapat dilihat pada gambar spektrum di bawah ini: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.4:   Spektrum FTIR Isolat Murni 
 
                                                          
4
Abd. Wahid Wahab. Hibah Penulisan Buku Ajar Metode Pemisahan dan Pengukuran 2 
(Elektrometri dan Spektrofotometri) (Makassar: Universitas Hasanuddin, 2014):  h. 141. 
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Hasil karakterisasi IR terhadap isolat murni memperlihatkan adanya serapan-
serapan yang khas untuk beberapa gugus fungsi, diantaranya adalah pada daerah 
bilangan gelombang 3450,65 cm
-1 
menunjukkan adanya serapan lemah sebagai 
vibrasi regang amina sekunder (N-H) yang sering muncul sangat lemah dan 
memunculkan satu pita dan didukung oleh adanya vibrasi C-N pada bilangan 
gelombang 1278,81–1236,37 cm-1.5 Vibrasi pada bilangan gelombang 1595,13-
1585,41 cm
-1
 menunjukkan vibrasi C=C aromatik.
6
 Hal ini didukung oleh munculnya 
serapan lemah pada panjang gelombang 3010,88 cm
-1
 yang menunjukkan adanya 
vibrasi regang C-H aromatik dan muncul serapan pada bilangan gelombang 935,48 
cm
-1
 yang menunjukkan vibrasi senyawa aromatik benzen 1,3-disubstitusi.
7
  Vibrasi 
pada bilangan gelombang 2924,09 cm
-1
 dan 2852,72 cm
-1 
menunjukkan pita tajam 
dengan intensitas kuat mengindikasikan keberadaan gugus C-H alifatik dan pada 
bilangan gelombang 1462,04 cm
-1
 dan 1415,76 cm
-1
 juga muncul vibrasi C-H  
alifatik.
8
 Serta serapan khas tajam pada bilangan gelombang 1710,86 menunjukkan 
adanya vibrasi regang C=O.
9
  
Berdasarkan data spektroskopi IR dapat diketahui bahwa senyawa yang 
terdapat dalam isolat murni yang mempunyai vibrasi gugus amina sekunder (N-H), 
gugus C-H aromatik, gugus C-H alifatik, gugus C=O dan gugus aromatik 
mengindikasikan sebagai senyawa alkaloid.  
                                                          
5
Robert M. Silverstein. Spectrofotometric Identification of Organic Compounds (Amerika: 
John Wiley dan Sons, INC., 2005): h. 101-102. 
6
Robert M. Silverstein, dkk. Spectrofotometric Identification of Organic Compounds, h. 85 
7
Robert M. Silverstein, dkk. Spectrofotometric Identification of Organic Compounds, h. 99-
120. 
8
Robert M. Silverstein, dkk. Spectrofotometric Identification of Organic Compounds, h. 83. 
9
Robert M. Silverstein, dkk. Spectrofotometric Identification of Organic Compounds, 94.  
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6. Uji Antibakteri menggunakan Metode Difusi Cakram   
Uji antibakteri dapat dikatakan sebagai pengujian suatu senyawa yang 
digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan atau 
pengendalian pertumbuhan bakteri yang bertujuan untuk mencegah penyebaran 
penyakit dan infeksi serta mencegah pembusukan maupun perusakan bahan yang 
disebabkan oleh bakteri. 
Uji antibakteri yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode difusi 
cakram kertas.  Metode ini dilakukan dengan meletakkan cakram kertas yang telah 
direndam larutan uji di atas media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. 
Pencelupan cakram pada larutan uji hingga seluruh permukaan cakram basah. 
Pengamatan dilakukan setelah bakteri diinokulasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk 
melihat zona bening disekitar cakram. Pemilihan metode ini karena mudah dan 
sederhana untuk menentukan aktivitas antibakteri sampel yang di uji. Kertas cakram 
yang digunakan berdiameter 5 mm. Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan 
metode difusi dan metode pengenceran. Disc diffusion test atau uji difusi disk 
dilakukan dengan mengukur diameter zona bening (clear zone) yang merupakan 
petunjuk adanya respon penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa 
antibakteri dalam ekstrak. 
Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Salmonella thypi dan 
Staphylococcus aureus. Alasan penggunaan kedua bakteri ini sebagai pembanding, 
karena bakteri secara garis besar dikelompokkan berdasarkan susunan dinding selnya 
menjadi dua yaitu bakteri gram positif dan gram negatif.  
Sampel yang diujikan terhadap bakteri yaitu ekstrak dan isolat murni. Masing-
masing digunakan sebanyak 2 mg yang akan diencerkan menjadi beberapa 
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konsentrasi yaitu 1000 ppm, 750 ppm, 500 ppm dan 250 ppm. Pelarut yang 
digunakan untuk mengencerkan yaitu DMSO karena pelarut ini mudah melarutkan 
senyawa organik maupun anorganik sehingga konsentrasi suspensi sampel merata 
dengan sempurna. Penelitian ini menggunakan dua uji kontrol yaitu kontrol positif 
dan negatif. Kontrol positif yang digunakan yaitu kloramfenikol. Kontrol uji negatif 
digunakan DMSO sebagai pembanding bahwa pelarut yang digunakan sebagai 
pengencer tidak mempengaruhi hasil uji antibakteri ekstrak maupun isolat murni.   
Masing-masing sampel yang telah diencerkan ke dalam beberapa konsentrasi 
di atas, selanjutnya dipipet sebanyak 30µL pada kertas cakram dan dibiarkan selama 
30 menit. Tujuannya agar sampel meresap dengan baik pada kertas cakram yang akan 
digunakan. Media disiapkan dengan cara dicampurkan dengan suspensi bakteri dan 
ditunggu hingga memadat. Menempelkan kertas cakram pada media yang telah padat 
dan dikerjakan ditempat yang steril dan di dekat api. Tujuannya yaitu agar tidak ada 
bakteri lain yang masuk ke dalam cawan petri yang dapat menyebabkan kontaminasi 
dalam media. Apabila hal ini terjadi maka akan kesulitan untuk mengetahui bakteri 
yang mana dihambat pertumbuhannya oleh sampel. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 
37
o
C selama 24 jam. Suhu ini digunakan karena merupakan suhu optimum 
pertumbuhan bakteri baik Salmonella thypi
10
  maupun Stapylococcus aureus.
11
 
Hasil yang diperoleh yaitu pada uji aktivitas antibakteri terhadap Salmonella 
thypi hanya ekstrak yang memiliki efek positif terhadap bakteri tersebut. Hal ini dapat 
diketahui dari diameter zona hambat yang dibentuk setelah inkubasi selama 24 jam. 
                                                          
10
Kenneth Todar, “Staphylococcus aureus and Staphylococcal Disease” Todar’s Online 
Textbook of Bactereology (2012): h. 1. 
11
Kenneth Todar, “Salmonella and Salmonellosis” Todar’s Online Textbook of Bactereology 
(2012): h. 1.  
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Pada konsentrasi 1000 ppm diameter zona beningnya yaitu 11,50 mm, pada 
konsentrasi 750 ppm diameter zona beningnya yaitu 8,40 ppm, pada konsentrasi 500 
ppm diameter zona beningnya yaitu 6,20 sedangkan untuk konsentrasi sampel 250 
ppm tidak membentuk zona bening. Berdasarkan hasil yang diperoleh, hal tersebut 
dapat dikatakan bahwa ekstrak etanol teripang pasir asal kepulauan Selayar 
mempunyai daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Salmonella thypi. Hasil 
tersebut sesuai dengan hasil penelitian yang menyatakan bahwa ekstrak etanol 
teripang pasir mampu menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella thypi.
12
 Namun, 
isolat murni tidak menghasilkan zona bening terhadap bakteri Salmonella thypi yang 
menandakan bahwa isolat murni tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri 
tersebut. Ini menunjukkan bahwa isolat murni yang diperoleh bukan senyawa yang 
memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi. 
Kemungkinan lain karena bakteri tersebut merupakan jenis bakteri gram negatif, 
sementara menurut beberapa hasil penelitian menyatakan bahwa senyawa yang baik 
memberikan efek hambat pada bakteri jenis gram negatif yaitu berasal dari golongan 
fenolik, misalnya flavonoid. 
Contoh senyawa flavonoid yang mempunyai aktivitas antibakteri terhadap 
Salmonella typhi yaitu isoflavon. Senyawa ini memberikan efek yang kuat terhadap 
jenis bakteri gram negatif seperti Salmonella typhi.
13
 Struktur senyawa isoflavon 
dapat dilihat pada gambar di samping: 
 
                                                          
12
Feffianna M. Amin, dkk., “Daya Antibakteri Ekstrak Teripang Pasir Perairan Dompak Kota 
Tanjungpinang (Holothuria Scabra) terhadap Pertumbuhan Bakteri (Salmonella Typhi) secara In 
Vitro” Jurnal Penelitian (2012): h. 8. 
13
Sujata G. Dastidar, “Studies on the Antibacterial Potential of Isoflavones” International 
Journal of Antimicrobial Agents, vol. 23, no. 1 (2004): h. 99. 
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Gambar 4.5. Struktur Senyawa Isoflavon 
Selanjutnya hasil yang diperoleh pada uji aktivitas antibakteri terhadap 
Stapylococcus aureus yaitu ekstrak dan isolat murni mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri, hal ini dapat dilihat dari terbentuknya zona bening di sekitar 
kertas cakram.  Hasil yang diperoleh pada ekstrak yaitu untuk konsentrasi 1000 ppm 
tidak membentuk zona bening, hal ini disebabkan karena pada konsentrasi ini 
senyawa yang terdapat dalam sampel tidak mampu saling bekerja sama untuk 
memberikan efek hambat pada pertumbuhan bakteri tersebut, sehingga tidak 
memberikan efek setelah inkubasi selama 24 jam. Pada konsentrasi 750 ppm 
terbentuk zona bening dengan diameter 12,30 mm. Pada konsentrasi 500 ppm 
terbentuk zona bening dengan diameter 10,60 mm dan pada konsentrasi 250 ppm 
tidak terbentuk zona bening. Hasil tersebut menandakan ekstrak etanol teripang pasir 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Stapylococcus aureus. Hal ini sesuai 
dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Asrika Mutiara Sitorus (2015) bahwa 
ekstrak etanol mampu menghambat pertumbuhan Stapylococcus aureus.
14
 Isolat 
murni  hanya mampu menghambat dengan konsentrasi 1000 ppm dan diameter zona 
bening yang dibentuk yaitu 10,70 mm. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak 
dan isolat murni pada etanol teripang pasir mampu menghambat pertumbuhan bakteri 
                                                          
14
Asrika Mutiara Sitorus, “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak N-Heksana, Etil Asetat dan 
Etanol Teripang di Pulau Sumatra Utara (Holothuria Scabra Jaeger) terhadap Staphylococcus aureus 
dan Pseudomonas aeruginosa” Pharmacology (2015): h. 1.  
O
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Stapylococcus aureus. Isolat murni dengan konsentrasi 750 ppm, 500 ppm dan 250 
ppm tidak membentuk zona bening, hal ini dapat disebabkan karena bakteri hanya 
dapat dihambat oleh senyawa yang terdapat pada isolat murni dalam konsentrasi yang 
tinggi seperti 1000 ppm. Sehingga setelah inkubasi untuk ketiga macam konsentrasi 
tersebut tidak membentuk zona bening yang menandakan efek daya hambat terhadap 
bakteri Staphylococcus aureus.  Isolat murni menunjukkan aktivitas antibakteri  
karena isolat murni mengandung senyawa alkaloid yang diketahui mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri gram positif seperti Staphylococcus aureus.  
Sedangkan hasil pada uji kontrol positif dengan menggunakan kloramfenikol 
terhadap salmonella thypi memberikan diameter daya hambat 25,00 mm dan pada 
Staphylococcus aureus memberikan diameter daya hambat 22,33 mm. Hal ini 
menunjukkan bahwa cakram kloramfenikol yang digunakan sensitif terhadap kedua 
bakteri uji. Sedangkan hasil zona hambat kontrol negatif terhadap kedua bakteri uji 
adalah 0,00 mm. Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan pelarut DMSO tidak 
mempengaruhi hasil uji antibakteri dari ekstrak maupun isolat murni. 
Pada uji daya hambat antibakteri, terdapat empat kategori yaitu kategori 
sangat kuat (≥20 mm), kuat (10-20 mm), sedang (5-10 mm), dan lemah (≤5 mm). 
Berdasarkan tabel 4.4 dapat diketahui efek daya hambat dari ekstrak etanol teripang 
pasir terhadap bakteri Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus masuk dalam 
kategori kuat. Pada sampel isolat murni tidak ditemukan adanya daya hambat bakteri 
terhadap Salmonella thypi, sedangkan pada Staphylococcus aureus sampel isolat 
mampu memberikan daya hambat dan masuk dalam kategori kuat.  
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Senyawa hasil uji kualitatif dari ekstrak etanol dan isolat murni dari  teripang 
pasir memiliki potensi sebagai antibakteri. Falvonoid  merupakan senyawa yang baik 
untuk menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara mendenaturasi protein karena 
pada konsentrasi tinggi mampu berkoagulasi dengan protein seluler sehingga struktur 
protein rusak. Flavonoid juga mampu merusak membran plasma karena dapat 
bereaksi dengan fosfolipid pada sel bakteri. Saponin merupakan senyawa yang baik 
untuk menghambat pertumbuhan bakteri dan merupakan golongan senyawa yang 
dapat membunuh mikroba. Efek utama dari saponin terhadap bakteri adalah adanya 
pelepasan protein dan enzim dari dalam sel. Oleh sebab itu, saponin merupakan 
golongan senyawa yang aktif dalam menghambat pertumbuhan sel. Bahkan mampu 
mengakibatkan kebocoran sel sehingga senyawa intraseluler dari bakteri keluar.
15
   
Alkaloid berpotensi sebagai antibakteri karena dapat merusak dinding sel.  
Mekanisme kerja alkaloid sebagai antibakteri diprediksi melalui penghambatan 
sintesis dinding sel yang akan menyebabkan lisis pada sel sehingga komponen 
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri rusak dan lapisan dinding sel tidak terbentuk 
secara utuh, terganggunya sintesis peptidoglikan sehingga pembentukan sel tidak 
sempurna karena tidak mengandung peptidoglikan dan dinding selnya hanya meliputi 
membran sel. Keadaan ini menyebabkan sel bakteri mudah mengalami lisis, baik 
berupa fisik maupun osmotik dan menyebabkan rusaknya sel. Staphylococcus aureus 
merupakan gram positif yang memiliki lapisan peptidoglikan tebal. Sehingga lebih 
                                                          
15
Feffianna M. Amin, dkk., “Daya Antibakteri Ekstrak Teripang Pasir Perairan Dompak Kota 
Tanjungpinang (Holothuria Scabra) terhadap Pertumbuhan Bakteri (Salmonella Typhi) secara In 
Vitro” h. 7. 
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sensitif terhadap senyawa-senyawa yang punya potensi merusak atau menghambat 
sintesis dinding sel. 
16
  
 
  
                                                          
16
Shopiatun Nimah, dkk., “Uji Bioaktivitas Ekstrak Teripang Pasir (Holothuria Scabra) 
terhadap Bakteri Pseudomonas Aeruginosa dan Bacillus Cereus”, h. 5. 
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Kesimpulan pada penelitian ini yaitu sebagai berikut: 
1. Jenis senyawa bioaktif antibakteri yang terdapat dalam ekstrak etanol teripang 
pasir adalah senyawa alkaloid. 
2. Bioaktivitas antibakteri dari ekstrak etanol teripang pasir terhadap bakteri 
Salmonella thypi  dan Staphylococcus aureus masuk dalam kategori kuat. 
 
B. Saran 
Saran dalam penelitian ini yaitu sebagai berikut: 
1. Sebaiknya peneliti berikutnya melakukan uji lanjut seperti GC-MS, NMR 
sehingga struktur senyawa murninya dapat diketahui dengan jelas. 
2. Sebaiknya untuk penelitian berikutnya digunakan jenis pelarut lain seperti n-
heksan untuk melihat perbedaan bioaktivitas antibakteri terhadap 
Staphylococcus aureus dengan menggunakan etanol seperti yang dilakukan 
dalam penelitian ini. 
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Lampiran I: Diagram Alir Isolasi Senyawa Bioaktif Antibakteri dari Ekstrak 
Etanol Teripang Pasir (Holothuria scabra) 
 
- Dibersihkan dan dikeringkan 
- Ditumbuk dan diblender  
 
 
- Dimaserasi dengan pelarut etanol 
selama 1 x 24 jam (3 kali) 
- disaring 
 
 
- dievaporasi 
 
- Uji fitokimia 
- Uji KLT 
- Fraksinasi awal KKCV dengan eluen n-heksan 
100% tiga kali, n-heksan:etil asetat (9,5:0,5 tiga 
kali, 9:1 empat kali, 8:2 dua kali, 7:3 dua kali, 6:4 
dua kali, 5:5 satu kali, 4:6 satu kali, 3:7 satu kali, 
2:8 satu kali, 1:9 satu kali) dan 100% metanol. 
 
- Uji KLT 
- Digabung fraksi yang memiliki noda dan Rf yang 
sama 
  
Teripang pasir 
Teripang pasir yang 
sudah diblender 
Ekstrak etanol 
Teripang pasir 
Residu 
Ekstrak kental 
22 fraksi 
Fraksi A 
(fraksi 1-6) 
 
fraksi B 
(fraksi 7) 
fraksi C 
(fraksi 8) 
fraksi D  
(fraksi 9) 
fraksi E  
(fraksi 10-14) 
fraksi F  
(fraksi 15-22) 
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Lanjutan  
Fraksinasi lanjutan (Kromatografi Kolom Gravitasi) 
 
 
- Uji kualitatif 
- Fraksinasi lanjutan dengan 
kromatografi kolom gravitasi eluen 
n-heksan:etil asetat (9:1) 
 
- Uji KLT 
 
 
 
 
- Uji KLT tiga 
sistem eluen 
- Uji kualitatif 
- Identifikasi 
dengan IR 
- Uji antibakteri 
dengan berat 
 
 
 
 
 
 
Feaksi E 
(fraksi 10-14) 
33 fraksi 
Fraksi E1 
(fraksi 9-11) 
Fraksi E2 
(fraksi 17-33) 
Isolat murni berbentuk pasta 
berwarna putih kekuningan 
dengan berat 0,0203 gram. 
Diduga positif mengandung 
senyawa alkaloid 
Isolat  
senyawa 
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LAMPIRAN II: Dokumentasi Penelitian 
1. Ekstraksi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
Sampel teripang pasir  Pengeringan  teripang pasir  
Pemotongan  dan 
 penumbukan 
teripang pasir 
Penimbangan   
teripang pasir  
Maserasi sampel teripang pasir  Maserat teripang pasir  
Blender teripang 
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2. Fraksinasi 
7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Silika G60 Merc. 7733 Ekstrak etanol 
teripang pasir 
Ekstrak yang telah 
diimpregnasi dengan silika 
Fraksinasi awal 
kromatografi cair vakum Fraksi-fraksi hasil fraksinasi cair vakum  
Fraksi gabungan  Fraksi gabungan yang 
 telah diimpregnasi dengan  
silikaG60 Merc. 7734 
Fraksi nasi lanjutan 
kromatografi kolom gravitasi 
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3. Pemurnian dan Identifikasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Uji sistem tiga eluen 
Isolat   murni 
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4. Uji bioaktivitas antibakteri 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
77 
 
a. Salmonellat thypi 
1. Ekstrak kental 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Isolat murni 
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3. Uji Kontrol positif dan negatif 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b. Staphylococcus aureus 
1. Ekstrak kental 
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2. Isolat murni 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Uji Kontrol Positif dan negatif 
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Lampiran 3: Hasil KLT Ekstrak Kental Teripang Pasir 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    (a)                                           (b) 
KLT ekstrak kental eluen n-heksan:etil asetat (9:1) 
(a) penyinaran dengan lampu UV 254-266 nm, (b) penampakan noda dengan H2SO4 10% 
 
Lampiran 4: Kromatogram KLT 22 Fraksi Hasil Fraksinasi Awal (KKCV) 
 
 
 
 
 
 
                                                                          (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
     
 
 
    (b) 
KLT 22 fraksi hasil fraksinasi eluen n-heksan:etil aseatat (9:1) 
(a) penyinaran dengan lampu UV 254-366 nm, (b) penampak noda dengan H2SO4 10% 
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Lampiran 5: Kromatogram Fraksi Utama 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 6: Kromatogram KLT 33 Fraksi Hasil Kromatogravi Kolom 
Gravitasi (KKG) 
  
 
 
 
 
           (a) 
 
 
 
 
         
 
 (b) 
KLT 43 fraksi hasil KKG eluen n-heksan:etil aseatat (9:1) 
(a) penyinaran dengan lampu UV 254-366 nm, (b) penampak noda dengan H2SO4 10% 
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Lampiran 7: Kromatogram Hasil KLT Isolat Senyawa dengan Tiga Sistem 
Eluen 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                         (a)                        (b)                            (c) 
Kromatogram hasil KLT uji sistem tiga eluen (a) eluen n-heksan:kloroform (5:5) Rf 0,28 
(b) eluen n-heksan:etil asetat (9:1) Rf  0,6 dan (c) eluen kloroform:etil asetat (2:8) Rf 0,9 
 
Lampiran 8: Spektrum IR Isolat Murni 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spektrum IR Isolat Murni 
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Lampiran 9: Tabel Hasil Uji Kualitatif Ekstrak Kental dan Isolat Murni 
 
No. Sampel Pereaksi Hasil Keterangan 
1 Ekstrak kental 
FeCl3 Larutan kuning tua (-) Flavonoid 
NaOH 10% 
Larutan kuning 
muda 
(+) Flavonoid 
H2SO4 pekat Larutan coklat muda (-) Flavonoid 
Mayer Endapan putih (+) Alkaloid 
Wagner Endapan jingga (+) Alkaloid 
Dragendorff Larutan putih bening (-) Alkaloid 
Lieberman Burchard Larutan putih bening 
(-) Terpenoid dan 
steroid 
Aquabides+pemanasan Larutan berbusa (+) Saponin 
3 Isolat murni 
FeCl3 Larutan kuning tua (-) Flavonoid 
NaOH 10% 
Larutan kuning 
muda 
(-) Flavonoid 
H2SO4 pekat Larutan coklat muda (-) Flavonoid 
Mayer Larutan putih (-) Alkaloid 
Wagner Endapan jingga (+) Alkaloid 
Dragendorff Larutan putih bening (-) Alkaloid 
Lieberman Burchard Larutan putih bening 
(-) Terpenoid dan 
steroid 
Aquabides+pemanasan 
Larutan tidak 
berbusa 
(-) Saponin 
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Lampiran 10: Gambar Uji Kualitatif Ekstrak Kental, Fraksi E dan Isolat 
Murni 
 
1. Ekstrak kental 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.  Isolat murni 
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Lampiran 11: Pembuatan Pereaksi pada Uji Kualitatif  Ekstrak dan Isolat 
Murni 
 
1. Larutan Pereaksi Bouchardat 
Sebanyak 4 gram kalium iodida ditimbang dan dilarutkan dalam 
aquabides, ditambahkan iodium sebanyak 2 gram dan dicukupkan dengan 
aquabides sampai 100 mL. 
2. Larutan Pereaksi Meyer 
Sebanyak 1,4 gram raksa (II) klorida ditimbang dan dilarutkan dalam 
aquabides hingga 60 mL. Pada wadah lain ditimbang sebanyak 5 gram kalium 
iodida lalu dilarutkan dalam 10 mL air suling. Kemudian dicampur dan 
ditambahkan aquabides hingga 100 mL.  
3. Larutan Pereaksi Dragendorff 
Sebanyak 0,8 gram bismut (III) nitrat ditimbang dan dilarutkan dala 20 mL 
asam nitrat pekat. Pada wadah lain ditimbang sebanyak 27,2 gram kalium 
iodida lalu dilarutkan dalam 50 mL aquabides, kemudian kedua larutan 
dicampurkan dan didiamkan sampai memisah sempurna. Larutan yang jernih 
diambil dan diencerkan dengan aquabides sampai 100 mL. 
4. Larutan Pereaksi Wagner 
Larutkan 1,27 gram I2 dan 2 gram KI dalam 20 mL air, kemudian 
diencerkan dengan aquabides hingga 100 mL. 
5. Larutan Pereaksi Liebermann-Burchard 
Dilarutkan sedikit demi sedikit sebanyak 4 gram kalium iodida ke dalam 
akuades hingga larut kemudian ke dalam larutan dilarutkan sedikit demi sedikit 
2 gram iodium hingga larut. Dicukupkan volume larutan hingga 100 mL 
dengan aquabides. 
 
 
86 
 
6. Larutan NaOH 10% 
Sebanyak 10 mL NaOH diencerkan dengan aquabides hingga mencapai 
100 mL. 
7. Larutan FeCl3 
Sebanyak 5 gram dilarutkan dalam 100 mL aquabides. 
 
Lampiran 12: Tabel Fraksi Hasil Fraksinasi Awal (KKCV) 
No. Eluen Warna Fraksi 
1 n-heksan 100% Larutan tidak berwarna 
2 n-heksan 100% Larutan tidak berwarna 
3 n-heksan 100% Larutan tidak berwarna 
4 n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning muda 
5 n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning muda 
6 n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning muda 
7 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
8 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
9 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
10 n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
11 n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning muda 
12 n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning muda 
13 n-heksan:etil asetat (7:3) Larutan kuning muda 
14 n-heksan:etil asetat (7:3) Larutan kuning muda 
15 n-heksan:etil asetat (6:4) Larutan kuning muda 
16 n-heksan:etil asetat (6:4) Larutan kuning muda 
17 n-heksan:etil asetat (5:5) Larutan kuning muda 
18 n-heksan:etil asetat (4:6) Larutan kuning muda 
19 n-heksan:etil asetat (3:7) Larutan kuning muda 
20 n-heksan:etil asetat (2:8) Larutan kuning tua 
21 n-heksan:etil asetat (1:9) Larutan kuning tua 
22 Metanol 100% Larutan kuning tua 
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Lampiran 13: Tabel Hasil Penggabungan  Fraksi KKCV 
Kode  
Fraksi 
Fraksi 
yang 
Digabung 
Berat 
Fraksi 
(gram) 
Warna Fraksi Gabungan 
Sebelum diuapkan Setelah diuapkan 
A 1-6 0,0676 Larutan tidak berwarna Kuning muda 
B 7 0,0045 Larutan kuning muda Kuning muda 
C 8 0,0229 Larutan kuning muda Kuning tua 
D 9 0,1127 Larutan kuning muda Kuning tua 
E 10-14 0,1236 Larutan kuning muda Kuning tua 
F 15-22 0,2000 Larutan kuning tua Kuning tua 
  
Lampiran 14: Perhitungan Pengenceran Ekstrak dan Isolat Murni 1000 
ppm, 750 ppm, 500 ppm dan 250 ppm. 
 
1. pembuatan larutan induk 2000 ppm menggunakan 2 mg sampel (ekstrak dan 
isolat murni) dengan pelarut DMSO 
 
    
  
   
    
  
        
   
     
2000 mg x x mL = 2 mg x 1000 mL  
       x mL = 
            
       
      x mL = 1 mL 
1. pengenceran larutan 1000 ppm dalam 1 mL 
2000 ppm x x mL = 1000 ppm x 1 mL  
       x mL = 
               
         
      x mL = 0,5 mL 
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2. Pengenceran larutan 750 ppm dalam 1 mL  
1000 ppm x x mL = 750 ppm x 1 mL  
       x mL = 
              
         
      x mL = 0,75 mL 
3. Pengenceran larutan 500 mL dalam 1 mL 
750 ppm x x mL = 500 ppm x 1 mL  
       x mL = 
              
        
      x mL = 0,7 mL 
4. Pengenceran larutan 250 mL dalam 1 mL  
500 ppm x x mL = 250 ppm x 1 mL  
       x mL = 
              
        
      x mL = 0,5 mL 
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